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(57) Abstract 

The invention concerns mixed micelles or micro-aggregates for inducing an immune response containing at least: a first lipopeptide 
comprising a CTL epitope and at least a first lipid motif; and a second lipopeptide comprising at least an auxiliary T epitope and at least a 
lipid motif, whereof the type can be different from the first lipopeptide motif. Said micelles can be used as medicines and vaccines. 

(57) Abregl 

Micelles mixtes ou micro-agr£gats pour r induction d*une reponse immunitaire contenant au moins: un premier lipopeptide comprenant 
au moins un epitope CTL et au moins un motif lipidique, et un second lipopeptide comprenant au moins un epitope T auxiliaire et au 
moins un motif lipidique, dont la nature peut fctre differente du motif du premier lipopeptide. Ces micelles peuvent elre utilisdes dans des 
m6dicaments et vaccins. 
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Micelles mixtes de lipopeptides pour Pinduction 
d'une reponse immunitaire et leurs 
utilisations a des fins therapeutiques » 

La presente demande a pour objet des micelles mixtes de 
5 lipopeptides pour 1'induction d'une reponse immunitaire. 

Elle a en outre pour objet I'utilisation de ces micelles a des fins 
therapeutiques. 

II existe deux types de reponse immunitaire effectrice: la 

reponse humorale due aux anticorps, et la reponse cytotoxique due aux 

10 lymphocytes T CD8". 

Une reponse cytotoxique efficace requiert la presentation des 

antigenes aux lymphocytes T cytotoxiques CD8 + (CTL), en association 

avec les molecules de classe I du Complexe Majeur d'Histocompatibilite 

(MHC), mais aussi aux lymphocytes T auxiliaires CD4 + (HTL) en 

15 association avec les molecules de classe II du MHC. 

^utilisation de lipopeptides pour Tinduction d'une reponse 

cytotoxique, c'est-a-dire la generation in vivo de lymphocytes T 

cytotoxiques a deja ete decrite. En particulier, la demande FR-90 15 870 

publiee sous le n°2 670 787 (Institut Pasteur de Lille, Institut Pasteur, 

20 INSERM) decrit des lipopeptides constitues d'une partie peptidique 

comprenant de 10 a 40 acides amines et d'une partie lipidique qui peut 

etre derivee d'acides gras ou de groupements steroides. 

Ces lipopeptides montrent une bonne aptitude a induire une 

reponse cytotoxique. II convenait cependant de les rendre capables 

25 d'induire une reponse de meilleure qualite par I'adjonction d'une reponse 

T auxiliaire dont on sait l'importance pour Tinduction efficace et le 

maintien de la reponse cytotoxique. II convenait en outre de les rendre 

capable d'induire une reponse chez le plus grand nombre d'individus. 
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BOURGAULT et al. (1994, J. Immunol., 2530-2537) ont induit 
une reponse CTL et HTL a partir de melange de lipopeptides, sous la 
forme d'une emulsion avec un adjuvant huileux. 

Neanmoins, il etait necessaire d'ajouter de I'adjuvant incomplet 

5 de Freund (IFA). L'immunogenicite de la preparation vaccinaie utilisee 
impliquait necessairement la co-presentation fonctionnelle des motifs 
HTL et CTL situes dans un ou plusieurs lipopeptides du melange. 
Cependant, I'efficacite de la co-presentation des differents motifs 
impliques dependait de I'association avec I'adjuvant Incomplet de Freund 

10 au sein d'une emulsion tres fine. 

Un article au nom de VITIELLO et al. (1995, J. Clin. Invest., 95, 
341-349) evoque la possibility d'induire une reponse CTL dans une 
population humaine selectionnee (HLA-A2) en utilisant un lipopeptide 
comportant une association sequentielle entre un epitope CTL HLA-A2 

1 5 et un epitope auxiliaire (HTL) multivalent. On notera que cette etude a 
ete menee sur une population genetiquement restreinte. 

Cet article rend compte egalement d'une experience au cours 
de iaquelle deux types dissociations entre epitope HTL et epitope CTL 
ont ete comparees: d'une part une association covalente sequentielle au 

20 sein d'un meme lipopeptide, et d'autre part une association par simple 
melange d'un lipopeptide comportant le motif CTL avec un peptide 
comportant le motif HTL. Les resultats de cette etude montrent un 
avantage tres net de Tassociation covalente par rapport au melange, tel 
qu'il a ete realise par ces auteurs, c'est-a-dire par melange de solutions 

25 comportant du DMSO et du tampon PBS (les peptides ou lipopeptides 
sont matntenus en solutions stock a une concentration de 10 - 20 mg/ml 
et dilues extemporanement avec du PBS avant usage). 

Cependant, la combinaison sur une meme molecule 
lipopeptidique des epitopes cytotoxique et auxiliaire, bien que pouvant 
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induire une reponse immunitaire efficace, necessite ia synthese de 
sequences d'acides amines tongues presentant de multiples epitopes 
susceptibles de s'associer a plusieurs HLA ou superfamilles d'HLA de 
dasse I et de classe II. [.'association covalente de tous ces motifs au 
5 sein d'une unique molecule represente des difficultes techniques 
difficilement surmontables, tant du point de vue des methodes de 
synthese que des methodes de caracterisation analytique. 

En tout etat de cause , cet article mentionne I'association d'un 
lipopeptide et d'un peptide, et non de deux lipopeptides. De ce fait 

10 aucune formation de micelles mixtes ne peut avoir lieu. 

Un autre article, publie par DON DIAMOND et al (1997, Blood, 
90, n°5), mentionne Timmunogenicite d'un melange entre un peptide 
portant un epitope CTL minimal (pp65, sequence 495-503 de la proteine 
de matrice du cytomegalovirus) et un peptide dipalmitoyle contenant un 

15 epitope HTL. Le melange est realise par melange des solutions dans 
I'acide acetique dilue ou dans le DMSO, en utilisant un traitement par les 
ultrasons pendant 15 a 30 secondes. 

Cet article ne decrit done pas de melange de lipopeptides 
contenant independamment un epitope CTL et un epitope HTL, mais le 

20 melange d'un lipopeptide contenant un epitope HTL et d'un nonapeptide 
correspondant a un epitope CTL minimal. D'ailleurs il n'est pas 
mentionne de formation de micelles mixtes ou de micro-agregats. Dans 
ce cas particulier cependant, la possibility dissociation directe du 
nonapeptide avec les CMH de classe I exprimes a la surface des cellules 

25 peut expliquer le succes de Tapproche suivie. L'immunogenicite de ia 
preparation signifie qu i! y a eu effectivement co-presentation des 
epitopes HTL et CTL par la meme cellule presentatrice de I'antigene; 
cependant, le nonapeptide minimal utilise presente la capacite a se lier 
directement avec les CMH de classe I a la surface de la cellule 
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presentatrice de I'antigene, sans que soit necessaire son appretement 
par la cellule. 

Les auteurs concluent en reconnaissant que plusieurs 
obstacles existent encore pour obtenir une immunite a long terme, ce qui 
5 confirme le caractere experimental de cette etude. 

La difficile obtention d'une reponse immune dependant d'un 
double appretement de peptides presentant separement les epitopes 
HTL et CTL, est maintenant expiiquee par une publication de STUHLER 
(1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 622-627). Pour pouvoir observer 
io (Induction d'une reponse CTL, il est absoiument necessaire que les 
epitopes HTL et CTL soient presentes a la surface de la meme cellule 
presentatrice de I'antigene (CPA) pour pouvoir etre reconnu a la fois par 
les cellules T auxiliaire reconnaissant I'epitope HTL et les cellules T 
cytotoxiques reconnaissant I'epitope CTL. 
15 II ressort done de ce qui precede que des compositions 

contenant au sein de memes micelles, ou de memes micro-agregats, 
d'une part des lipopeptides presentant un epitope CTL et d'autre part 
des lipopeptides comprenant un epitope T auxiliaire, e'est-a-dire des 
micelles ou micro-agregats mixtes, n'ont a la connaissance du 
20 demandeur, jamais ete decrites. 

Or, comme indique ci-dessus, il est absoiument necessaire que 
les deux epitopes, cytotoxique et T auxiliaire, soient presentes a la 
surface de la meme cellule presentatrice de I'antigene. 

Outre la necessite d'une co-presentation des deux epitopes a la 
25 surface de la meme cellule, il est aussi indispensable de solubiliser les 
lipopeptides, afin de permettre leur administration aux patients, et leur 
sterilisation par filtration. 

Le demandeur s'est done attache a trouver une solution a ces 
divers problemes. 
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II a montre que pour obtenir des micelles formees 
individuellement de tous les peptides presents dans le melange, qu'ils 
contiennent des epitopes HTL ou CTL, il etait necessaire d'associer les 
differents lipopeptides apres les avoir au prealable disperses au stade 
5 molecuiaire dans un solvant adapte. 

La presente invention a done pour objet des micelles ou micro- 
agregats pour ['induction d'une reponse immunitaire contenant au moins: 

- un premier lipopeptide comprenant au moins un epitope CTL, 
ou epitope cytotoxique, et au moins un motif lipidique, et 
10 - un second lipopeptide comprenant au moins un epitope 

auxiliaire et au moins un motif lipidique, dont la nature peut etre 
differente du motif du premier lipopeptide. 

Au sens de la presente invention, 1'expression « reponse 
immunitaire » designe ia totalite de la reponse immunitaire induite, qui 
15 comprend la reponse cytotoxique et la reponse humorale. 

Les micelles selon ia presente invention ne sont pas limitees a 
deux lipopeptides, mais peuvent comprendre d'autres lipopeptides 
presentant independamment des epitopes HTL ou CTL. 

On entend, pour la comprehension de la presente invention, par 

20 epitope T auxiiiaire. une sequence d'acides amines capable de 

s'associer a au moins un recepteur HLA de classe II, et capable d'etre 

reconnue par les lymphocytes T auxiliaires. 

On entend par epitope CTL une sequence d'acides amines 

capable de s : associer a au moins un recepteur HLA de classe I et 

25 - capable d'etre reconnue par les lymphocytes T cytotoxiques. 

Les epitopes T auxiliaires capables de s'associer a plusieurs 

recepteurs HLA de classe II differents sont appeles epitopes auxiliaires 

multivalents (HTL multivalents). 

En outre, on entend par micelles ou par micro-agregats des 

30 agregats de lipopeptides presentant une taille les rendant assimilables 
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simultanement par toute cellule presentatrice de I'antigene (CPA) et 
preferentiellement d'une taille inferieure a environ 1pm. 

Les micelles mixtes seion la presente invention, c'est-a-dire 
comprenant des lipopeptides comportant des epitopes cytotoxiques et 
5 des lipopeptides comportant des epitopes T auxiliaires, presentent 
I'avantage d'associer au sein du meme microvolume assimilable par une 
seule CPA une grande diversite d'epitopes CTL et HTL. sans que soit 
necessaire leur association covalente, tout en respectant le critere de 
definition chimique requis. Des micelles constitutes chacune d'une seule 

10 variete de lipopeptide, contenant un epitope CTL ou un epitope HTL ne 
permettent pas d'obtenir une copresentation efficace correspondant a 
Tinduction d'une reponse effectrice forte. 

En outre, i'obtention d'une reponse CTL grace a I'emploi de 
micro-agregats ou de micelles mixtes permet d'eviter ('utilisation 

15 d'emuisions avec des adjuvants huileux, tels que Tadjuvant incomplet de 
Freund, dont 1'empioi n'est pas admis en therapeutique humaine. Les 
micelles et micro-agregats selon la presente invention sont cependant 
compatibles avec lemploi d'emuisions avec des excipients huileux 
ciiniquement acceptables. 

20 Un autre avantage des micro-agregats ou micelles mixtes selon 

la presente invention, comprenant individuellement au moins deux types 
de lipopeptides, reside dans le fait que la solubilisation de lipopeptides 
presentant une faible solubilite dans I'eau ou dans des solvants 
ciiniquement acceptables, ou de lipopeptides insolubles, peut etre 

25 facilitee par leur combinaison avec d'autre(s) lipopeptide(s) presentant 
une meilleure solubilite. 

Les micelles seion la presente invention presentent encore 
I'avantage, par rapport aux lipopeptides dans lesquels les motifs HTL et 
CTL sont associes de maniere covalente et dont la taille est limitee, tels 



FEWLLE DE REBSPLACEUENX (HFfil F ?fi) 



WO 99/27954 7 PCT/FR98/02605 

que decrits par VITIELLO et al. ( 1995, precedernment cite), de 
permettre ('association d'une grande diversite de motifs et done de 
pouvoir etre utilises pour la vaccination de populations humaines ou 
animates non selectionnees sur la base de la restriction genetique. 

5 Les micelles selon la presente invention peuvent comprendre 

un lipopeptide presentant au moins un epitope CTL et un autre 
lipopeptide comprenant au moins un epitope auxiliaire. Neanmoins, de 
telles micelles peuvent aussi contenir plusieurs lipopeptides differents 
comprenant differents epitopes cytotoxiques et differents lipopeptides 

10 presentant differents epitopes auxiliaires. 

Les motifs lipidiques des lipopeptides peuvent etre 
independamment un ou plusieurs motifs en C 4 a C 18 , et en particulier 
une ou plusieurs chaines derivees d'acides gras, ou d'alcoois gras, en 
C 4 a C 18 , eventuellement ramifies et insatures ou etre derives d'un 
15 steroYde. 

lis peuvent comprendre une ou deux chaines lipidiques en C 4 a 
C 18 associees par liaison covalente a un ou deux acides amines de la 
partie peptidique. lis peuvent ainsi etre constitues de deux chaines 
d'acide palmitique liees aux groupements NH 2( alpha et epsilon, d'une 
20 lysine. 

Ces motifs lipidiques peuvent aussi etre constitues de, ou 
comprendre un residu d'acide palmitique, d'acide 2-amino- 
hexadecanoTque d'acide oleique, d'acide linoieique, d'acide linolenique, 
de pimelautide, de trimexautide, ou un derive du cholesterol, ou tout 

25 autre constituant lipidique naturel des membranes cellulaires. 

De maniere avantageuse, les lipopeptides constituant les micelles 
ou les micro-agregats mixtes sont hydrosolubles dans une proportion 
d'au moins 30% (en poids). Ces lipopeptides hydrosolubles ont des 
proprietes de tensioactifs cationiques, propres a exercer un effet 

30 solubilisant vis-a-vis d'autres lipopeptides en milieu acide faible. 
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La partie non lipidique comprend quant a elle entre 10 et 100, et 
preferentiellement entre 10 et 50 acides amines. Le nombre d'acides 
amines depend du nombre d'epitopes constituant la partie non lipidique 
du iipopeptide et de leurs tallies, de la nature de la partie lipidique, et des 
5 proportions des parties lipidiques et non iipidiques. 

De maniere avantageuse, les epitopes HTL et CTL employes sont 
des epitopes capables de s'associer a plusieurs HLA differents, ou 
epitopes multivalents (« promiscuous epitopes » en anglais). 

L'epitope HTL employe est preferentiellement constitue par le 
io peptide multivalent 830-843 de la toxine tetanique. 

QYIKANSKFIGITE 

La glutamine (Q) de cette sequence peut eventuellement etre 
15 acetylee. 

D'autres epitopes HTL multivalents peuvent etre l'epitope 
multivalent de I'hemagglutinine (PREVOST-BLONDEL et al. 1995, J. 
Virol., vol.62, n°12, pages 8046-8055) ou encore ['epitope PADRE 
(ALEXANDER etal., 1994, Immunity, 1, 751). 
20 L'epitope CTL peut quant a lui etre tout epitope capable d'activer 

des lymphocytes T cytotoxiques CD8 + . 

II est preferentiellement un epitope CTL d'une proteine presentee 
par une cellule tumoraie et en particulier par un melanome, d'une 
proteine du VIH, du virus de I'hepatite B (VHB) ou du papillomavirus, ou 
25 encore de la proteine p53. 

II peut etre en particulier Tun des epitopes suivants: 

- epitopes de la proteine BCR-ABL, resultant de la translocation 
BCR- Abelson (leucemie myeloTde chronique) tels que mentionnes dans 
le tableau 1. 

30 - epitopes de la proteine p53, tels que ceux mentionnes dans le 

tableau 2. 

Les epitopes de la proteine p53 peuvent en outre etre pris dans 
les sequences 25-35, 63-73,129-156, 149-156, 187-205, 187-234, 226- 
264, ou 249-264 de cette proteine. 
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- epitopes des proteines E 6 ou E 7 du papillomavirus humain 
(VPH), tels que ceux mentionnes dans ie tableau 3. 

-epitopes de proteines du virus VIH-1 tels que ceux mentionnes 
dans le tableau 4, 

5 - epitopes du melanome ou d'autres tumeurs, tels que ceux 

mentionnes dans les tableaux 5, 6 et 7 et en particulier epitopes de 
I'antigene melan-A/mart-1 du melanome. 

D'autres epitopes CTL plurivalents presentant une capacite 
d'association avec des HLA de classe I peuvent etre ceux compris dans 
10 le peptide 43-57 de HPV (GQAEPDRAHNIVTF) qui contient des 
epitopes HLA A2, A24 t B7 et B18. 

Les epitopes CTL peuvent encore etre ceux d'antigenes 
parasitaires, et en particulier de Plasmodium falciparum. 

Les micro-agregats ou micelles mixtes de lipopeptides selon la 
15 presente invention peuvent etre lyophilises, puis repris par tout tampon 
cliniquement acceptable pour etre administres aux patients a traiter, en 
particulier aux personnes a vacciner. 

lis peuvent etre administres par toute voie d'administration 
employee en therapeutique et a titre non limitatif, par voie parenteral 
20 percutanee, orale. sublingual qu par nebulisat intra-puimonaire. 

Un autre objet de la presente invention est done Tutilisation de 
ces lipopeptides pour la fabrication d'un medicament ou d'un vaccin pour 
I'induction d'une reponse immunitaire specifique, et en particulier, pour 
('induction d'une reponse immunitaire a I'encontre de cancers tels que le 
25 melanome, des virus VIH et VHB, des papillomavirus, de la p53 ou de la 
malaria. 

La presente demande a encore pour objet une composition 
pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient une quantite 
pharmacologiquement active d'un ou plusieurs des lipopeptides decrits 
30 ci-dessus, ainsi que des excipients pharmaceutiquement compatibles. 
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La presente demande est en outre relative a une methode 
d'induction d'une response immunitaire a I'encontre d'un antigene 
comprenant I'administration de micelles ou de micro-agregats, tels que 
decrits ci-dessus a un individu pour lequel une telle reponse est 
5 recherchee. 

Elle a en outre pour objet une methode d'immunisation a 
Tencontre d'un agent pathogene comprenant ('administration a un 
individu pour lequel une telle immunisation est recherchee de micelles 
ou de micro-agregats tels que decrits ci-dessus. De tels agents 
10 pathogenes, et antigenes peuvent etre ceux indiques ci-dessus. 

Les lipopeptides formant ies micelles selon la presente 
invention peuvent etre fabriques par tout procede adequat connu de 
Thomme du metier, lis peuvent en particuiier etre obtenus par les 
methodes Boc-benzyie ou Fmoc-tertiobutyie, en particuiier comme 
15 decrits dans la demande FR-90 15 870, dont te contenu est integre par 
reference a la presente demande . 

^introduction de la chaTne lipidique peut etre realisee en phase 

solide, apres deprotection selective de la ou les fonction(s) concernees, 

comme decrit dans i article de DEPREZ et al. (1996 , Vaccine, volume 
20 14, n°5, 375-382). La chaine lipidique peut etre introduite sur la fonction 

e-NH 2 d'une lysine protegee sur la fonction a-NH 2 par un groupe F-moc. 

La Fmoc-lys (Palm) obtenue peut etre ensuite utilisee en synthese en 

phase solide pour elaborer le lipopeptide. 

Les micelles et micro-agregats selon la presente invention 
25 peuvent etre obtenus en dispersant chaque lipopeptide dans une 

solution d'acide acetique concentree a environ 80% puis en melangeant 

les solutions ainsi obtenues. 
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La qualite de la dissolution, c'est a dire la dispersion effective a 
I'etat moleculaire de chaque iipopeptide avant la preparation du melange 
est verifiee par la methode de resonance magnetique nucleaire en deux 
dimensions (RMN2D). La resolution du signal obtenu lors d'experiences 

5 en deux dimensions homonucleaires dans un champ de 600 Mhz 
confirme la dispersion complete, au stade moleculaire, des lipopeptides 
en solution. La limpidite du melange n'est pas un critere suffisant : en 
particulier, la reprise des lipopeptides par du DMSO ou un melange 
DMSO/eau ne permet pas, dans la plupart des cas, d'obtenir cet etat de 

10 dispersion, ce qui explique I'inefficacite du melange etudie par VITIELLO 
et al. (1995, precedemmeni cite). La dissolution par des melanges acide 
acetique/eau plus diiues en acide acetique ne permet pas non plus de 
preparer dans tous les cas un melange de micro-agregats ou micelles 
mixtes comportant une proportion statistique de chaque constituant du 

\5 melange au stade du microvolume. Dans ces deux cas, meme en 
presence d'un melange apparemment iimpide, la filtration sterilisante sur 
membrane de 0,22 pm est soit impossible, soit irreguliere, avec des 
rendements de filtration differents selon les constituants, ce qui signifie 
qu'a Techelle d'une particule de cette taille, la representation de chacun- 

20 des constituants du melange n'est pas obtenue. Cette 
microheterogeneite compromet Timmunogenicite du melange, puisqu'elle 
compromet la capture et la presentation simultanee de tous les 
constituants par une seule cellule presentatrice d'antigene (CPA), dans 
le cas d'epitopes CTL et HTL presents sur des lipopeptides distincts. 

25 La presente invention est illustree, sans pour autant etre 

iimitee, par les exemples qui suivent. 

La figure 1 represente la structure chimique de la resine de type 
KNORR-MBHA. 
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Les figures 2 et 3 represented des spectres de resonance 
magnetique nucleaire en deux dimensions (RMN 2D), respectivement 
d'un lipopeptide seul (lipopeptide ENV), et d'un melange de lipopeptides. 

La figure 4 illustre la reponse auxiliaire de huit macaques 
5 immunises avec un melange de lipopeptides. 

Les figures 5A a 5F illustrent la reponse cytotoxique du 
macaque n°109. 

Les figures 6A a 6D illustrent la reponse cytotoxique du 
macaque n°129. 

io Les figures 7A et 7B illustrent la reponse cytotoxique du 

macaque n°127. 

Les figures 8 t 9, 10 et 11 illustrent respectivement les reponses 
cytotoxiques des macaques N os 102, 105, 120 et 125. 

Les figures 12A, 12B et 12C represented respectivement les 
15 activites cytolytiques anti-N1, anti-G2 et anti-E des PBMC, de cellules 
CD8 T et de cellules CD4 + de I'individu V4.1. 

La figure 13 quant a elle illustre I'activite cytolytique de PBMC 
de I'individu V4.5 coilectees vingt semaines apres le debut de 
('immunisation, stimulees in vitro avec le peptide N2 puis testees pour 
20 leur activite CTL a I'encontre de la vaccine sauvage (WT), ou de ce 
meme virus exprimant une proteine NEF recombinante (NEF, NEF-2, 
NEF-MN, NEF-A, NEF-ROD). 
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EXEMPLE 1 : Preparation de micelles ou micro-aqreqats selon 
rinvention: 

1 - description des lipopeptides employes dans le melange 
nom formules: poids moleculaire 

NEF 66VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL K(Pam)-NH 2 

3862,77 

NEF117 TQGYFPDWQNYTPGPG VRYPLTFGWCYKLVP K(Pam)-NH2 

4017,754 

NEF182 EWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKN K(Pam)-NH2 

3451,04 

GAG 183 DLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDR K(Pam)- 
NH 2 3983,65 
GAG 253 NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD K(Pam)-NH 2 

4063,05 

15 ENV TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGEIIGDIRQAH K(Pam)-NH2 

4027,69 



epitopes CTL representes 



20 RPNNNTRKSI HLA-B27 TQGYFPDWQNY HLA-B62 

PPIPVGEIY HLA-B35 YFPDWQNYT HLA-B1 7, B35 

KRWIILGLNK HLA-B27 TPGPGVRYPL HLA-B7 

LGLNKIVRMY HLA-B62 RYPLTFGW HLA-B27.2 
QVPLRPMTYK HLA-A3, A11, B27.2 YPLTFGWC HLA-B1 8 

25 VPLRPWITY HLA-B35 AFHHVAREL HLA-B52 

AVDLSHFL HLA-B62 FLKEKGGL HLA-B8 

AVDLSHFLK HLA-A11 

L'ensemble des epitopes representes permettait d'esperer 
rinduction de reponses CTL chez une importante proportion de la 
30 population humaine, a condition de pouvoir beneficier de I'effet auxiliaire 
des epitopes HTL non-definis, mais tres probablement presents pour de 
simples raisons statistiques dans Tun quelconque des lipopeptides a 
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condition toutefois de reunir tous les epitopes, et done, tous les peptides 
constituants du melange dans chaque micro-unite de volume. 

2- Svnthese 

L'approche phase soiide a ete choisie, en utiiisant la strategie 
5 Fmoc pour la protection de la fonction a-amine, et t Bu pour la protection 
des chaines lateraies. Le protocoie utilise est un protocole standard 
base sur les methodes de synthese decrites par ATHERTON (Solid- 
Phase synthesis, a practical approach. IRL press, 1989) et FIELDS et 
NOBLE (Int J. Pept Prot Res., 1990, 35, 161-214). 

io La Fmoc-Lys(Palm)-OH est couplee sur une resine de type 

KNORR-MBHA (figure 1). Apres deprotection de la fonction alpha-amine, 
on couple le premier acide amine (Fmoc-Leu-OH dans le cas de NEF 66 
par exemple). L'agent de couplage a ete ie TBTU (3 eq) en presence de 
DIPEA (4.5 eq), en verifiant les couplages par un test coiorimetrique. 

15 Une acetylation systematique a ete reaiisee apres qu'une reaction 
negative ait ete obtenue a ce test, pour minimiser au maximum le risque 
d'obtenir des peptides a deletion. On repete cette succession 
d'operations jusqu'a ce que tous les acides amines constitutifs de la 
sequence aient ete introduits. 

20 Apres la synthese, et deprotection du groupe Fmoc terminal, 

les peptides sont deproteges et dives par un melange TFA/eau/DTT 
(NEF 66, ENV), TFA/eau/DTT/Ac-Trp-OH (GAG 183, GAG 253, NEF 
117) ou TFA/eau/EDT/Ac-Trp-OH (NEF 182). 

Les peptides sont purifies chacun sur une colonne Vydac C18 
25 qui a ete exclusivement utilisee a cet effet, a temperature ambiante, 
avec un systeme solvant eau-acetonitrile, en tampon perchlorate ou 
TFA. 
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lis sont ensuite mis sous forme d'acetate par echange d'ions 
sur colonne Dowex SBR, puis lyophilises dans de I'acide acetique a 40 
%. 

Chaque peptide provient d'un lot unique de synthese et 
5 purification. Aucune operation de recyclage de fractions de purification 
n'est pratiquee. 

3 - Etudes de la solubilite des lipopeptides: 
3-1) Utilisation de I'eau pure: 

Les peptides NEF66, NEF117, NEF182 et ENV ont pu etre 
io dissous dans I'eau pure, a des concentrations allant jusque 5 mg/ml. Le 
peptide NEF117 donne cependant une solution tres legerement 
opalescente. Les peptides GAG 182 et GAG 253 ne sont pas solubles 
dans ces conditions. 

Le melange des lipopeptides est cependant soluble dans I'eau 
15 pure, indiquant un role potentiellement solubilisant des lipopeptides 
hydrophiles vis-a-vis des peptides peu solubles. 

3-2) Utilisation du DMSO : 

La mise en solution de lipopeptides est frequemment realisee a 
I'aide de solutions aqueuses de DMSO (dimethylsuifoxyde) . Ce solvant 

20 organique tres puissant est en effet compatible apres dilution avec la 
plupart des essais biologiques realises sur cellules ou chez I'animal, 
voire chez 1'homme. L'utilisation de DMSO s'est averee efficace pour 
une bonne reprise des peptides GAG 182 et GAG 253; les solutions 
obtenues ont ensuite pu etre diluees par de I'eau pour atteindre une 

25 concentration finale de 1 mg/mi dans le DMSO a 20% dans I'eau; dans 
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ces conditions, la plupart des peptides donnent des solutions claires, 
sauf GAG 183, pour iequei on obtient une suspension. 

II est interessant de souligner que meme dans le cas de 
solutions claires, et maigre la compatibility du DMSO avec ies filtres 

5 Durapore, Ies solutions de iipopeptides dans le DMSO ne sont pas 
filtrables sur des filtres de porosite 0,22 pm , parce qu'elles imposent 
une pression incompatible avec la resistance mecanique des filtres. 
Cette observation indique la formation d'agregats de taille superieure a 
0,22 prn . Dans certains cas, on a meme observe une impossibility de 

10 filtration sur des filtres resistant aux soivants, d'une porosite de 1 pm, en 
raison de la formation de gels (cette taille de filtre est en effet utilisee 
pour filtrer des solutions concentrees de Iipopeptides avant purification 
parRP-HPLC). 

3-3) Utilisation d'acide acetique concentre a 25% : 

l5 La mise en oeuvre de I'indispensable etape de filtration 

sterilisante necessite done I'emploi d'un solvant organique plus apte a 
dissocier ies agregats, compatible apres dilution avec la iyophiiisation, et 
non toxique a faible dose . L'acide acetique a ete teste. 

Dans un premier temps, une quantite minimale de ce solvant, a 
20 ete mise en oeuvre qui est definie comme etant la quantite permettant 
robtention de solutions limpides a des concentrations de 5 mg/ml : pour 
Ies peptides GAG 183 et GAG 253, 25% d'acide acetique a ete introduit; 
pour ies autres peptides, une mise en solution dans I'eau pure a ete 
realisee. 

25 Les solutions ont ete soumises a une analyse par Resonance 

Magnetique Nucleaire dans un champ de 600 Mhz. II a ete constate que, 
maigre Tapparente limpidite des solutions les Iipopeptides de cette serie, 
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meme ies lipopeptides les plus hydrophiles, forment des agregats de 
taille importante qui interdisent ce type d'etude, en ('absence de signaux 
resolus. 

La mise en solution dans ces conditions ne permet pas la 
5 dispersion statistique, au stade rnoleculaire, de chacun des constituants, 
malgre i'apparente limpidite des solutions. 

3-4) Utilisation d'acide acetique concentre a 80% : 

[.'utilisation d'acide acetique concentre a 80%, a alors ete 
testee. Les peptides ont ete mis en solution a une concentration de 1rnM 
io dans 1 ml d'acide acetique a 80% (correspondant a : NEF 66 : 3,86 
mg/ml; NEF 117 : 4,02 mg/ml; NEF182 : 3,45 mg/ml;GAG 183 : 3,98 
mg/ml; GAG 253 : 4,063 mg/mi; ENV : 4,027 mg/ml). 

Analyse des lipopeptides par RMN du proton a 600 Mhz 

Les echantillons de lipopeptides ont ete prepares en dissolvant 
15 les lipopeptides dans une solution d'acide acetique (CD3COOD, 99,5% 
atom D. EURISO-TOP. France)/H20; 80:20 (V:V). 4 pi d'une solution 50 
mM de TMSP [3-(trimethyisilyl)-propane sulfonate de sodium] dans D20 
sont ajoutes pour referencer ies deplacements chimiques. La 
concentration finale de chaque peptide est de 1mM dans au moins 2 ml 
20 de solvant, qui sont transferes dans des tubes R.M.N, de 8 mm de 
diametre (WILMAD 513A-7PP, Interchim, France). 

Les spectres de R.M.N, du proton ont ete realises sur un 
spectrometre RMN BRUKER DMX600 equipe d'une sonde BBI 8 mm 
avec gradient z, a une temperature de I'echantillon a 310°K. 
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Les experiences en deux dimensions homonucleaires NOESY 
(Nuclear-Overhauser effect spectroscopy) selon Kumar et al. (1980, 
Biochem. Biophys. Res; Comm., 95, 1-6) et TOCSY (Total Correlation 
Spectroscopy) selon Bax et Davis (1985 J. Magn. Reson., 65, 355-360) 

5 et Griesinger et al. (1988 J.A.C.S., 110, 7870-7872) ont ete obtenues 
avec 2048 x 512 points complexes et traitees apres multiplication dans 
les deux dimensions par un sinus deplace de rJ4 avec 2048 x 1024 
points, ceci pour une fenetre spectrale de 12 ppm. Les temps de 
melange etaient de 300 ms pour la NOESY et 160 ms pour la TOCSY. 

io Durant le temps de melange du TOCSY, un MLEV 16 etait applique 
avec un champs B1 de 7,8 Khz. Afin d'etre dans les memes conditions 
de temperature, le temps de « spin-lock » du TOCSY etait applique hors 
resonance ( + ou - 1 Mhz) dans la NOESY. La suppression de I'eau est 
achevee en utilisant une legere presaturation de ce signal pendant le 

15 temps de relaxation et le temps de melange de la NOESY. 

L'analyse par RMN a haut champ des solutions a montre des 
signaux parfaitement resolus, permettant des experiences TOCSY- 
NOESY, et I'attribution sequentielle complete de chaque lipopeptide. Ce 
resuitat signifie la dispersion complete, a I'echelon molecuiaire, des 
20 lipopeptides dans i'acide acetique a 80%. 

Le spectre RMN 2D du peptide ENV est represents sur la figure 
2 Les spectres de tous les peptides ont pu etre obtenus dans les memes 
conditions et interpretes. Afin de verifier si le melange des solutions 
entre-elles n'alterait pas la dispersion des lipopeptides, un spectre RMN 
25 2D du melange virtue!, a ete obtenu par superposition sur une meme 
representation des 6 spectres obtenus individuellement. II a ete compare 
avec le spectre RMN 2D effectivement obtenu par melange des solutions 
(figure 3). La resolution des signaux est restee comparable, attestant 
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qu'aucun des peptides n'a altere la solubilite des autres constituants du 
melange. 

L'analyse des sequences a necessite une accumulation des 
signaux pendant 120 heures pour chaque lipopeptide, periode au cours 

5 de laquelle aucune alteration sensible des peptides n'a pu etre detectee, 
ni par RMN, ni par RP-HPLC. Cette observation a done permis 
d'envisager ('utilisation de ce solvant pour la solubilisation des 
lipopeptides, leur melange, puis la filtration, meme avec un temps de 
sejour de I'ordre de 1 ou 2 heures, eventuellement necessaire a la 

io manipulation de volumes relativement importants. 

4 - Etudes de I'etape de filtration sterilisante : 
4-1 ) Lipopeptides isoles : 

Des essais de filtration sterilisante ont ete realises a partir de 
solutions a 5 mg/ml de chaque lipopeptide dans I'eau pour les peptides 
15 NEF66, NEF117, NEF 182 et ENV et dans I'acide acetique a 25% pour 
les peptides GAG 183 et GAG 253. Les rendements de filtration de 1 ml 
sur filtres Millex GV SLGV 0130S (0,22 pm) Millipore, suivie d'une 
lyophiiisation figurent dans le tableau 8 (a la precision du dosage pres) . 

Ces resultats sont en accord avec les etudes de solutions 
20 realisees par RMN, et donnent des indications sur la taille des agregats 
ou micelles detectes: certains peptides forment des agregats de taille 
superieure a 0 t 22 pm, et conduisent par consequent a des melanges 
comportant des microheterogeneites et une capture simultanee peu 
probable a I'echelle de la cellule presentatrice d'antigenes. 

25 
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4-2) Preparation de divers melanges de lipopeptides : 

a) Preparation du lot CK2. Melange simple des solutions, et 
obtention d'un melange limpide. mais microheterogene: 

Pour la mise en solution des lipopeptides et la preparation du 
5 melange, des solutions d'aspect totalement limpide ont ete melangees 
entre elles, afin d'evaluer I'eventuelle contribution du caractere 
tensioactif des lipopeptides ENV, NEF 66, NEF117 et NEF182. Les 
conditions sont resumees dans le tableau 9. 

Les solutions obtenues ont ete soumises a Taction d'ultrasons 
io pour faciliter la dispersion des agregats, melangees pour donner un 
volume final de 5,5 ml. le melange a ete de nouveau soumis a Taction 
d'ultrasons, puis dilue par 9,5 ml d'eau pour obtenir une concentration 
finale d'environ 8 % en acide acetique (AcOH), compatible avec une 
lyophilisation de bonne qualite. Cette solution, apres un dernier sejour 
1 5 dans le bain a ultrasons, a ete filtree sur filtres Millex GV SLGV 0130S 
(0,22 pm) Millipore. Les rendements de filtration des peptides en 
melange ont ete calcules pour chaque iipopeptide, pour donner les 
resultats representes dans le tableau 9 en derniere colonne (a la 
precision du dosage pres). 

20 L'heterogeneite des rendements seion les peptides atteste de 

Theterogeneite de la solution. Chaque peptide s'est comporte comme s'il 
etait filtre individuellement : ce comportement est particulierement 
evident avec le peptide GAG253, dont le rendement de filtration a partir 
de cette solution a 8 % d'acide acetique est inferieur au rendement de 

25 filtration observe lorsqu'il est filtre seul a partir d'une solution a 25% 
d'acide acetique. Ce resultat confirme que, en depit de Tapparente 
limpidite du melange en solution acetique diluee t le melange entre les 
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lipopeptides n*a pas fourni de micro-agregats ou micelles mixtes, 
incorporant notamment les peptides les plus hydrophobes. Les 
echanges de lipopeptides entre micelles se font mal dans ces conditions, 
et la fonction tensioactive des lipopeptides ENV, NEF66 , NEF 117 et 
5 NEF182 ne peut se manifester. 

b) Preparation du lot CK3 : preparation de micelles ou de 
micro-agregats mixtes ne comportant pas de microheteroqeneite 

Pour garantir le melange reel au niveau de chaque micro-unite 
de volume des differents lipopeptides, une strategie differente a ete 
io suivie : 

- chaque iipopeptide a ete mis en solution dans I'acide acetique 
a 80% afin d'exploiter les proprietes dissociantes de ce solvant. 

- afin d'exploiter les proprietes de tensioactif cationique 
attendues des peptides ENV, NEF66 , NEF 117 et NEF182 en milieu 

15 acide faible iors de I'etape de dilution, les lipopeptides ont ete disperses 
en solution d'acide acetique a 80% selon la repartition suivante : 1 : 
ENV T 2 : NEF66 , 3 : NEF 117 , 4 : NEF182, en terminant par* la 
dispersion des deux lipopeptides les plus hydrophobes dans une 
solution desormais concentree en agents dissociants : acide acetique et 

20 detergents cationiques . Le cinquieme Iipopeptide introduit a ete GAG 
183 et le sixieme : GAG 253. Les ultrasons sont utilises a chaque etape 
pour assurer une dispersion efficace des agregats. 

Les solutions sont meiangees, puis filtrees sur filtres Millex GV 
SLGV 0130S (0,22 pm). La filtration necessite une pression plus faible 
25 que iors de la filtration de la solution a 8%. Les recipients utilises et le 
filtre sont ensuite rinces avec de I'eau, en quantite suffisante pour 
obtenir une concentration finale en acide acetique de 8 % (volume final 
15 ml comme precedemment), afin d'assurer la qualite de Tetape de 



FEUILUE UEHEMPlAC£MENrr(REGLEZ5) 



WO 99/27954 



PCT/FR98/02605 



lyophiiisation. Les rendements de filtration des peptides en melange ont 
ete calcuies pour chaque lipopeptide, pour donner les resultats donnes 
dans le tableau 10 en derniere colonne (a ia precision du dosage pres). 

L'homogeneite des rendements confirme l'homogeneite de la 
5 solution resultant de ia dispersion a I'echelon moleculaire au moment de 
la filtration dans i'acide acetique concentre. La dilution ulterieure ne peut 
participer a un regroupement de chaque peptide en entites 
monovalentes, en application des iois de I'entropie. Cette methode de 
preparation du melange a done permis I'obtention de micelles mixtes, 
io comportant necessairement chacune une representation statistique de 
chaque lipopeptide. Les proprietes tensioactives des iipopeptides 
peuvent s'exercer et garantir la solubilite dans I'eau des doses de 
vaccins apres lyophiiisation ainsi que la stabilite des solutions pendant le 
temps des manipulations. 

1 5 c) Preparation du Lot CK9 

La procedure utilisee est la meme que pour le lot precedent, 
aux quantites pres. La solution de peptide (20 mg/ml dans I'acide 
acetique a 80 %) a ete filtree en 4 fois t avec changement de filtre avant 
leur saturation, en utilisant des membranes identiques (unites steriies 

20 STERIVEX GV 0,22 pm Durapore (Millipore), puis completee avec de 
I'eau utilisee pour rincer les filtres et diluer. Le volume final atteint etait 
de 1516 ml (dont 154 ml d'acide acetique : solution finale a 10%). Le 
volume de repartition etait de 1,3 ml par dose. Les doses reparties ont 
ete tyophiiisees, et dosees en utilisant une methode de dosage validee 

25 par HPLC. Le rendement de filtration pour chaque lipopeptide est 
indique ci-dessous dans le tableau 11, et prend en compte la sensibilite 
du dosage de chaque lipopeptide. 
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Lors de la preparation de ce lot, on observe encore une bonne 
homogeneite des rendements de filtration confirmant la formation de 
micelles ou micro-agregats mixtes, chaque micro-unite comprenant une 
proportion equivalente de chaque constituant du melange. 

5 Le melange apres dilution et lyophilisation fournit une poudre 

blanche formant un gateau compact et homogene, tres facilement remis 
en solution par de I'eau pure, ou un solvant capable de restaurer 
I'osmolarite de la solution (glucose a 5%, mannitol a 5%). La solution 
presente une tres legere opalescence. Le pH obtenu lors de la reprise 

10 par un solvant non tamponne est de 4,90. L'elevation du pH de 1 point 
provoque la formation lente d'un precipite; ce comportement contribue a 
la formation d'un depot lors de Tinjection sous-cutanee ou 
intramusculaire. 

d) Essai d'uniformite de teneur sur le lot CK9 

15 Selon la Pharmacopee, les poudres pour usage parenteral sont 

soumises a ('obligation d'uniformite de teneur. L'essai doit etre realise 
sur 10 unites prises au hasard, pour lesquelles on realise 
individuellement un dosage du principe actif au moyen d'une methode 
analytique appropriee. La preparation satisfait a l'essai si la teneur de 

20 chaque unite est comprise entre 85 et 1 1 5 % de la teneur moyenne. 

L'essai a ete realise sur 15 echantilions pris au hasard, remis 
en solution et dilues dans de Tacide acetique a 80 % selon une 
procedure operatoire standardisee, de facon a injecter une proportion 
toujours identique d'environ 15 pg, definie lors de I'obtention de la droite 
25 etalon. Chaque echantillon a ete injecte trois fois, le dosage de chaque 
principe actif correspondant a la moyenne des trois valeurs obtenues. 



FFIIH I F DE^BEMPLAJQEMENX (HEGLE.2S) ■* 



WO 99/27954 



24 



PCT/FR98/02605 



Les valeurs obtenues figurent dans ie tableau 12 ci-apres. La 
repartition des valeurs est clairement statistique. On observe toutes les 
valeurs a I'interieur d'un espace defini pour un test bilateral avec un P = 
0,975 (sauf trois valeurs aberrantes, toutes retrouvees dans le flacon 
5 n°1, pouvant corresponds a une erreur de dilution). Les valeurs 
minimales et maximales definies se situent a I'interieur des limites 
imposees par la Pharmacopee (I'ecart observe se situe entre 4 et 
14,95% selon les peptides, variation liee a I'imprecision inherente au 
dosage). 

io L'absence de microheterogeneite de la solution est confirmee 

par te fait que les doses de vaccins reparties ont satisfait a Tessai 
d'uniformite de teneur. 



EXEMPLE 2- Preparation d'un melange de lipooeptides (SlV-Mortara 
1 5 1) et essai d'immunogenicite chez le macaque. 

1) Preparation du lot SlV-Mortara 1 

Ce lot de petite taille a ete prepare pour realiser une etude 
pre-clinique chez le macaque, pour verifier la tolerance et 
rimmunogenicite. Ce lot resulte du melange des lipopeptides suivants: 

20 nom formules: 

NEF 101 SVRPKVPLRAMTYKLAIDMSHFIKEK K(Pam)-NH2 

NEF125 EKGGLEGIYYSARRHRILDMYLE K(Pam)-NH2 

NEF155 DWQDYTSGPGIRYPKTFGWLWKLV K(Pam)-NH2 

25 NEF201 S K W DDPWGEVLAWKFDPTLAYTYEA K(Pam)-NH2 

NEF 221 YTYEAYARYPEELEASQACQRKRLEEG K(Pam)-NH2 

GAG1 65KFGAEVVPGFQALSEGCTPYDINQWILNCVGD K(Pam)- 

NH2 
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GAG246Q IQWMYRQQNPIVGNIYRRWIQLGLQKCVRMYNPTN 

K(Pam)-NH2 

TT Ac- QYIKANSKFIGITELKK K(Pam)-NH2 

5 Leur melange a ete realise a partir des solutions dans I'acide 

acetique concentre, comme lors de la preparation du lot CK3. 

2) Immunoqenicite chez le macaque. 
a) Materiels et methodes 

io Les macaques, numerates respectivement 102, 105, 109, 

117, 120, 125, 127 et 129 ont ete immunises par injection sous-cutanee 
du lot prepare ci-dessus (500 pg), dans de I'eau sterile et ont ete 
reinjectes dans un delai de trente jours et de soixante jours. 

Ces immunisations ont ete effectuees en accord avec les 
is directives de I'Union Europeenne. 

Obtention de liqnees CTL 

Des cellules sanguines (PBMC) ont ete isolees par 
centrifugation dans un gradient de densite a travers. un milieu de 
separation de lymphocytes (Pharmacia, Uppsala, Suede). Elles ont ete 

20 utilisees immediatement, ou stockees a -180°C dans de I'azote liquide. 
Des lignees CTL anti-peptide ont ete obtenues en cultivant les PBMC 
des singes (2 x 10 6 cellules/ml) dans des plaques de microtitration , dans 
du RPMI 1640 complete avec de la penicilline (100U/ml), de la 
streptomycine (100 pg/ml) de la L-glutamine (2 mM), des acides amines 

25 non essentiels (1%), du pyruvate de sodium (1 mM), du tampon HEPES 
(10 mM), du 2-mercaptoethanol (2 x 10~ 5 M) et du serum de veau foetal 
inactive par la chaleur (FCS) a10%. 
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Le melange des sept peptides libres, c'est-a-dire sans motif 
lipidique. (5 pm de chaque) correspondant aux sequences 
lipopeptidiques a ete ajoute dans chaque puits. 

Les plaques ont alors ete incubees durant trois jours a 37°C et 
5 de l'lnterieukine-2 a ete ajoute dans chaque plaque (10 lU/ml). 

Apres sept jours et quatorze jours, les cellules effectrices ont 
ete stimulees en ajoutant de nouveaux PBMC autologues, qui ont ete 
mis en contact durant deux heures avec le melange de peptide (5 pm de 
chaque), puis laves et irradies (4000 rads). 

io Mise en evidence de la proliferation des cellules T 

Des cellules PBMC (2 x 10 5 dans 200 pi par puits) ont ete 
cultivees dans des plaques contenant 1 pg/ml du lipopeptide TT (830- 
846), et 10pg/ml du peptide issu de la toxine tetanique (TT). 

Apres cinq jours de culture, 1 pCi de [ 3 H]TdR a ete ajoute 
rs dans chaque puits et I'incubation a ete poursuivie durant dix huit heures. 
Les cellules ont ete alors recoltees a I'aide d'un recolteur automatique de 
cellules puis Tincorporation de la thymidine tritiee a ete quantifiee a I'aide 
d'un compteur a scintillation. 

Analyse phenotvpique des liqnees cellulaires CTL 

20 Le phenotype des lignees cellulaires a ete determine le jour 

ou le test de iargage du chrome a ete effectue, en incubant les cellules 
avec des anti-CD4 conjugues a du FITC (OKT4, Ortho Diagnostic 
Systems, Rahtan, NJ) et avec un anti-CD8 conjugue a de la 
phycoerythrine (Leu-2a t Becton Dickinson, Mountain View, CA) durant 

25 trente minutes a 4°C. Les cellules ont ete lavees avec du tampon PBS 
puis le pourcentage de cellules colorees a ete determine a I'aide d'un 
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cytometre de flux Epics Elite (Coulter, Margency, France). Des anticorps 
presentant un melange d'isotypes ont ete utilises comme temoins. 

Transformation in vitro des lignees cellulaires B (B-LCL) 

5 Les lignees cellulaires B (B-LCL) ont ete obtenues en 

incubant des dilutions en series de PBMC a Taide du surnageant de la 
lignee cellulaire S 594. Cette lignee est infectee par le virus de I'herpes 
du babouin qui immortalise les cellules (herpes virus papio). Les B-LCL 
ont ete ensuite cultivees dans du milieu de culture complements avec 

10 10%deFCS. 

Test de relarquaqe du chrome. 

Des cellules cibles ont ete sensibiiisees avec les peptides. 10 6 
cellules B-LCL ont ete incubees soit durant la nuit soit durant 1 heure, 

is respectivement avec des peptides longs ou courts (gamme de 
concentration 10~ 5 M-10 8 M) a 37°C dans une atmosphere humidifiee a 
5% de C0 2 . Afin d'obtenir les cellules cibles presentant les produits du 
gene SIVmac, les B-LCL ont ete incubes a une concentration de 10 6 
cellules/mi avec un virus de la vaccine recombinante (20 PFU/cellule) 

20 durant dix huit heures dans les memes conditions. Les BLCL ont ete 
ensuite lavees et marquees avec 100pm Ci Na 2 51 Cr0 4 (NEN Life 
Science Products, Courtaboeuf Les Ullis, France) durant 1 heure, lavees 
deux fois et utilisees comme cellules cibles. Le relarguage du 51 Cr a ete 
effectue dans des plaques de microtitration. L'activite cytolytique des 

25 lignees cellules anti-SIV a ete mesuree en melangeant 5 x 10 3 cellules 
cibles marquees au chrome avec des cellules effectrices, dans des 
rapports cellules effectrices/cellules cibles divers, dans un volume final 
de 200 pl/puits. Les plaques ont ete incubees durant 4 heures a 37°C, 
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puis 100 pi de surnageant ont ete pris dans chaque puits et analyses 
dans un compteur de rayonnement gamma. 

Le relarguage spontane du chrome a ete determine en 
incubant ies cellules cibles avec du milieu seul. II n'excede jamais 20% 
5 du chrome total incorpore. 

Le relarguage specifique du chrome a ete mesure de la 
maniere suivante: 

100 x (cpm experimentaux - cpm spontane)/(cpm maximum-cpm 
spontane). 

io La variation a I'interieur d'un echantillon n'excede jamais plus 

de5%. 

b) Resultats 

La figure 4 illustre la reponse T auxiliaire des huit macaques. 

15 Les figures 5 a 11 illustrent la reponse cytotoxique des 

macaques. 

Les resultats des immunisations avec divers peptides sont 
resumes dans le tableau 13. 

lis montrent que sept des huit macaques testes reconnaissent 
20 divers peptides, les macaques n°109, 129 et 127 montrant une reponse 
particulierement importante. 

L'efficacite de Tinduction d'une reponse CTL confirme que les 
CPA des animaux ont pu capturer et presenter un ou plusieurs epitopes 
CTL,et simultanement Tepitope auxiliaire fort present dans Tanatoxine 
25 tetanique et reconnu par certains des animaux . 
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EXEMPLE 3: 

Preparation d'un melange de lipopeptides (Lot HG 1) en vue d'un 
essai clinique chez I'homme . 

Un melange de lipopeptides a ete defini en vue de la realisation 
5 d'un essai clinique (VAC10), associant au sein de micelles le meme 
peptide TT a des sequences choisies sur le principe de selection 
developpe pour VAC04 (existence d'un ou plusieurs epitopes CTL par 
sequence). 

- la cysteine du peptide NEF117 a ete remplacee par une 
io Leucine : apres synthese et essai sur test cellulaire de plusieurs 
analogues du nonapeptide epitope CTL renfermant cet acide amine, il a 
en effet ete observe que ce remplacement etait possible; cette 
modification permet d'eviter les problemes de stabilite dus a la formation 
de pont disulfure. 

1 5 - le peptide GAG 17 a ete choisi parmi d'autres candidats pour 

son caractere nettement tensioactif cationique susceptible d'aider au 
maintien en solution des autres peptides, et en particuiier de GAG253, 
toujours present dans le melange, en raison de son immunogenicite 
chez rhomme. 

20 La composition de ce melange, dans laquelle Pam represente 

un motif derive de I'acide palmitoTque et Ac le groupe acetyl, est la 
suivahte: 

GAG 17 EKIRLRPGGKKKYKLKHIV K(Pam)-NH2 
GAG 253 NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD K(Pam)-NH2 
25 POL 325 AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY K(Pam)-NH2 

NEF 66 VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL K(Pam)-NH2 
NEF 116 HTQG YFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL K(Pam)-NH2 
TT Ac-QYIKANSKFIGITELKK K(Pam)-NH2 
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L'ensemble de ces peptides a ete synthetise comme indique 
dans ies exemples precedents. Le melange des solutions a ete realise 
sur un echantillon de 5 mg de chaque peptide, dissous a une 
concentration de 20 mg/ml dans I'acide acetique a 80% puis melange 
5 dans I'ordre suivant : 1 : GAG 17; 2 : NEF66; 3 : NEF 116; 4 : TT; 5 : 
GAG253 ; 6 : POL 325. 

Les rendements de I'operation de filtration des solutions acide 
acetique concentrees, suivie d'une dilution par I'eau se sont averes 
comparables aux rendements observes pour ies memes operations avec 
io le melange CK3 (a la precision du dosage pres). L'homogeneite des 
solubilites et de comportements vis-a-vis de la filtration steriiisante en 
depit des heterogeneites de comportement chimique au stade individuel 
traduit la formation de micelles mixtes. 

EXEMPLE 4 : 

15 Preparation d'un melange de lipopeptides derives de 

1'antiqene LSA3 en vue d'un essai pre-clinique de vaccination 
contre le stade intrahepatique de Plasmodium falciparum, realise 
chez la souris et le chimpanze, puis d'un essai clinique chez 
rhomme. 

20 LSAE CT1 LLSNlEEPKENIIDNLLNNIK(Pam)-NH 2 

LSA3 NRI Ac-DELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQK(Pam)-NH 2 

LSA3 NRII Ac-LEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVK(Pam)-NH 2 

LSA3 RE K(Pam)VESVAPSVEESVAPSVEESVAENVEESVAENV.NH 2 

L'ensemble de ces peptides a ete synthetise comme indique 
25 dans Texemple 1. Le melange des solutions a ete realise sur un 
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echantillon de 5 mg de chaque peptide prealablement dissous a une 
concentration de 20 mg/mL dans de Tacide acetique a 80% puis 
melanges dans I'ordre suivant : 1 LSA3 NRI; 2:LSA3 NRII; 3:LSA3 CT1; 
4: LSA3 RE. Les rendements de I'operation de filtration des solutions 
d'acide acetique concentrees, suivie d'une dilution par I'eau, se sont 
averes comparables pour tous les lipopeptides. 



EXEMPLE 5: 

Etude de la reponse immunitaire chez Fhomme apres injection de 
io micelles du lot CK9. 

1. Materiels et methodes 

Micelles utilisees: 

15 Les micelles qui ont ete injectees ont ete obtenues tel que decrit 

dans I'exemple 1 pour le lot CK9. 

Peptides longs et peptides courts. 

20 Les peptides longs suivants correspondant aux lipopeptides 

immunogenes ont ete synthetises (les positions des acodes amines sur 
les proteines NEF, GAG et ENV sont indiquees entre parentheses) : N1 
(NEF 66 a 97), N2 ( NEF 117 a 147), N3 (NEF 182 a 205), G1 (GAG 183 
a 214), G2(GAG 253-284) et E ( ENV 303 a 335). 

Les peptides courts suivants recouvrant les sequences des 
lipopeptides, deja connus pour etre des epitopes CTL minimaux, ont ete 
synthetises par Neosystem (Strasbourg, France): 

NEF 121-128, NEF 137-145, NEF 184-191 et NEF 195-202 
restreints a HLA-A1. 

NEF 136-145, NEF 190-198 et GAG 183-191 restreints a HLA-A2. 
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NEF 73-82, NEF 84-92 et EBN 416-424 HLA restraints a HLA- 

A11. 

NEF 90-97 et NEF 182-189 restraints a HLA-B8. 
NEF 134-141 et GAG 263-272 restraints a HLA-B27. 
NEF 135-143 restraints a HLA-B18. 

Protocole d'immunisation : 

Des volontaires ont ete immunises par injection souscutanee des 
io micelles, ou des six lipopeptides correspond ant, en presence d'adjuvant 
QS21. Les lipopeptides ou les micelles ont ete injectes de maniere 
differente en fonction des individus, 

Les volontaires V4.6, V4.15, V4.16, V4.17, V4.18 et V4.28 ont ete 
immunises avec les six lipopeptides sous forme de micelles. 
t5 Le volontaire designe V4.6 a re?u 250 pg de chacun des 

lipopeptides. 

Les volontaires designes V4.15, V4.16, V4.17, V4.18 et V4.28 ont 
ete immunises avec 500 pg de chacun des six lipopeptides. 

Les volontaires V4.5, V4.1, V4.19, V4.21, V4.32 et V4.34 ont ete 
20 immunises avec les six lipopeptides en presence d'adjuvant QS21. 

Le volontaire V4.5 a re?u 100 pg des 6 lipopeptides, tandis que 
les volontaires V4.1, V4.19,V4.21, V4.32 et V4.34 ont repu chacun 
500pg des six lipopeptides. 

Tous les volontaires ont ete immunises trois fois avec le melange 
25 des six lipopeptides, les deux dernieres injections etant effectuees 4 
semaines et 16 semaines respectivement apres ia premiere injection. 

Des echantillons de sang ont ete collectes apres la premiere 
injection (appele ci-apres semaine 0) et 20 semaines apres la premiere 
injection (semaine 20). 
30 Les cellules mononucleates du sang peripherique (PBMC) et le 

serum ont ete isoles par des methodes classiques, et ont ete congeles. 
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Detection par EL1SA des anticorps anti-peptides du VIH, de 
type immunoqlobuline G (lqG). 

5 Des puits de plaques de polystyrene ont ete recouverts avec 5 

pg/ml des peptides (N1 t N2, N3, G1, G2 ou E) durant une nuit a 4°C. La 
saturation a ete effectuee a I'aide d'une solution de PBS contenant 0,1% 
de Tween 20 et 3% de serum albumine bovine (BSA). Des serums diiues 
(1/100) ont ete incubes dans ies puits recouverts durant une nuit a 4°C 

io et Ies anticorps lies ont ete detectes a I'aide d'igG de chevre anti-humain 
conjuguees a de la phosphatase alcaline (1/5000, Sigma). L'activite 
phosphatase a ete mesuree en utilisant le 4-methyl-umbelIiferyl 
phosphate comme substrat (Sigma), et la mesure de ia fluorescence a 
ete effectuee a 360/460 nm dans un Cytofluor 2300 (Millipore). 

15 

Mesure des reponses cellulaires T diriqees a rencontre de 
peptides du VIH. 

Des PBMC (10 5 par puits) ont ete cuitives dans un milieu complet 
20 avec 1 pg/ml ou 0,2 pg/ml de peptides solubles (N1, N2, N3, G1, G2 ou 
E) . La proliferation a ete determinee apres 5 jours de culture en ajoutant 
1 pCi/puits de thymidine tritiee (NEN, Paris) 12 heures avant leur recolte. 

La capacite des PBMC a proliferer in vitro a ete verifiee a i'aide de 
cultures independantes effectuees durant 5 jours avec de la 
25 phytohemaglutinine A (PHA) du PPD (Tuberculin purified derivate 
Reference Statens Serumins Institute n°2390) de la toxine tetanique (TT) 
et du SEB (Enterotoxine B du staphylocoque dore, Reference SIGMA 
S4881), respectivement a 1 pg/ml et 10pg/ml. 

Uelimination des cellules T CD4 + et CD8 + des PBMC a ete 
30 effectuee a I'aide d'immunoglobulines anti-souris et par activation du 
complement. En resume 10 7 PBMC ont ete incubes dans 1 ml de milieu 
depourvu de serum albumine bovine durant 30 minutes a 4°C avec 2 pg 
d'anticorps monoclonaux OKT4 ou OKT8 (Orthodiagnostic Systems). 

1 ml de complement de serum de lapin dilue (Hoechst Behring, 
35 RUEIL, FRANCE) a ete ajoute durant 45 minutes a 37°C. La suspension 
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ceilulaire a ete lavee deux fois afin d'eliminer le complement non lie. Les 
cellules resuspendues ont ete analysees en utilisant la cytometrie de 
flux. L'analyse des phenotypes a I'aide d'anticorps anti-CD4 + et anti- 
CD8* a ete effectuee afin de verifier I'enrichissement. Finalement les 
5 cellules resultant de ['elimination des cellules CD4 + et CD8 + ont ete 
testees dans un test de proliferation. 

Obtention de liqnees cellulaires CTL 

io La stimulation in vitro des PBMC a ete effectuee en meiangeant 

10 6 PBMC (cellules repondantes) avec 10 6 cellules stimulantes irradiees 
(PBMC autologues incubees pendant 2 heures avec differents peptides) 
dans du milieu de culture RPMI complet (RPMI 1640 complete avec 100 
U/mi de penicilline, 100 pg/ml de streptomycine, L-glutamine 2mM, 

15 pyruvate de sodium 1 mM, Hepes 10 mM , des acides amines non 
essentiels et 10% de serum albumine bovine inactivee par la chaleur). 

10 U/ml d'lnterleukine-2 ont ete ajoutes apres 3 jours. Les cellules 
repondantes ont ete restimulees chaque semaine durant 3 ou 4 
semaines a I'aide de peptides incubes avec des PBMC autologues 

20 (prepares de la meme maniere qu'au jour 0), dans un milieu 
compiemente avec 10 U/ml d'lnterleukine-2. Apres 3 ou 4 stimulations, 
les cellules CTL ont ete testees en utilisant comme cible la lignee 
celluiaire autologue EBV incubee durant la nuit avec 10 \ig des differents 
peptides (N1, N2, N3, G1, G2 ou E) pour 10 6 cellules. 

25 Pour obtenir des cellules cibles presentant les produits du gene 

HIV, des cellules cibles EBV ont ete infectees, a raison de 10 6 
cellules/ml avec un virus de la vaccine de type sauvage (WT) ou avec 
des virus de la vaccine recombinants HIV-1/LA1, HIV-1/MN, HIV/A ou 
HIV/ROD NEF, durant une nuit (20PFU/cellules). 
30 Les differentes cellules cibles ont ete ensuite lavees et marquees 

avec 100 pCi de Na 2 51 Cr0 4 (NEN Life Science Products, Les Ullis, 
France). 

Uactivite cytolytique a ete mesuree dans un test de relarguage du 
51 Cr, durant 4 heures. Le relarguage spontane moyen n'excede pas 20% 
35 de ('incorporation totale de Cr. 
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Les resultats sont exprimes de la maniere suivante: 



relarguage specifique du chrome = 100 x (nombre de coups 
mesures /nombre de coups spontanes par minute)/(nombre 
5 maximum de coups par minute - nombre de coups spontanes par 
minute). 

[.'elimination des cellules CD4 + ou CD8 + a partir des PBMC a ete 
effectuee comme decrit ci-dessus. 

10 

Test EL1SPOT Interferon-y 



Des plaques de nitrocellule de 96 puits (MultiScreen-HA, Millipore 
S.A., Molsheim, France) ont ete recouvertes avec 5 pg/ml d'anticorps de 
15 souris anti-lnterferon-y humain, en tant qu'anticorps de capture 
(Genzyme Corporation, Cambridge, Massachusetts , USA) durant une 
nuit a 4°C. 

Apres lavage, les puits ont ete satures avec du milieu complet 
RMPI et des PBMC recemment isolees, ou conservees au froid, ont ete 

20 ajoutees (2 x 10 5 cellules par puits) avec differents peptides 
correspondant a des epitopes minimaux CD8 + (10 pg/ml). 

Apres 24 heures d'incubation a 37°C dans un incubateur ( 5% de 
C0 2 ), les plaques ont ete lavees et incubees durant 2 heures avec 100 
\j\ d'anticorps polyclonaux de lapin anti-inferon-y humain (1/250, 

25 Genzyme). Apres lavage, un conjugue anti-IgG de lapin-biotine (1/500, 
Boehringer Mannheim France S.A., Meylan, France) a ete incube durant 
1 heure. Finalement, de I'extravidine marquee par de la phosphatase 
alcaline (Sigma-Aldrich Chimie S.A.R.L. St-Quentin Fallavier, France) a 
ete ajoutee durant 1 heure. 

30 100 pi de substrat chromogenique de la phosphatase alcaline (Bio 

Rad Laboratories, Hercules, CA t USA) ont ete ajoutes pour developper 
les taches. Les taches bleues ont ensuite ete comptees en utilisant un 
microscope . 
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Le ternoin negatif consiste en des PBMC incubees seuies dans le 
milieu, ou incubees avec un peptide correspondant a un epitope CD8 + 
derive du virus VIH presente par des HLA adaptes. 

Le temoin positif consiste a activer des PBMC avec 50 mg/mt de 
5 PMA (Phorbol myristate acetate, reference SIGMA P 8139) et 500 ng/ml 
d'ionomycine (100 a 300 PBMC par puits ont ete ajoutees). 

Cette forte stimulation mitogene permet de mesurer ia viabiiite des 
lymphocytes T, et de verifier ainsi ia qualite de leur conservation au froid. 

10 2. Resultats 

Tolerance du traitement. 

Les effets secondares resultant de I'injection des lipopeptides ont 
15 ete peu consequents. On a observe une reaction epidermique a I'endroit 
de I'injection. Les reactions locales consistent en de petits erythemes qui 
ne durent plus de 24 a 48 heures. En aucun cas ces effets n'ont ete 
associes avec des symptomes systemiques. Ces observations indiquent 
que les lipopeptides sont bien toleres chez les individus normaux. 

20 

Induction specifique d'une reponse humorale a rencontre 
des peptides du VIH-1 

Des echantillons de serum ont ete collectes avant le debut de la 
25 vaccination (semaine 0) et a la vingtieme semaine, apres la troisieme 
injection. 

Les serums des voiontaires immunises ont ete testes par ELISA 
pour la presence d'anticorps IgG diriges a rencontre des peptides de 
NEF (N1, N2, N3), GAG (G1, G2) et d'ENV (E). 
30 Aucune IgG specifique des peptides du VIH n'a ete detectee 

avant Tinjection chez les douze sujets presentes dans le tableau 14. 

A la vingtieme semaine, des anticorps IgG anti-N1 ont ete 
detectes seulement dans cinq des sujets vaccines (V4.6, V4.28, V4.1 
(SQ21), V4.32(QS21) et V.4.34 (QS21)), et des anticorps IgG anti-N2 
35 ont ete detectes dans les serums de dix des sujets, parmi les douze 
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vaccines. Aucun anticorps de type IgG anti-N3 n*a ete detecte. Le titre 
en anticorps anti-N2 est negatif dans ies serums des individus V4.17 et 
V4.18. Le titre en anticorps est trois a cinq fois superieur au temoin 
negatif dans Ies serums de V4.15, V4.16, V4.1(QS21) V4.5 (QS21) et 

5 V4.21(QS21). Le titre en anticorps est de 5 a 10 fois superieur a celui du 
temoin negatif pour Ies serums des individus V4.6, V4.19(QS21) et 
V4.28. Finalement, Ies serums des patients V4.32(QS21) et V4.34 
(QS21) presentent un titre en anticorps au moins 10 fois superieur a 
celui du temoin negatif. 

10 Apres 3 injections aucun anticorps IgG anti-G1 n'a ete detecte, 

mais Ies anticorps IgG anti-G2 ont ete detectes dans Ies serums des 12 
individus vaccines. Le titre en anticorps anti-G2 est 2 a 3 fois superieur 
au temoin negatif pour le patient V4.18(QS21), le titre en anticorps est 5 
a 10 fois superieur au temoin negatif pour Ies individus V4.16, V4.17, 

is V4.5(QS21), et V4.19(QS21) et V4.21(QS21). Les serums des patients 
V4.6, V4.15, V4.28, V4.1(QS21), V4.32(QS21) et V4.34(QS21) ont un 
titre en anticorps plus de dix fois superieur au temoin negatif. Les 
serums de 6 des 12 individus testes, V4.28, V4.1(QS21), V4.5(QS21), 
V4.19(QS21), V4.32(QS21) et V4.34(QS21) contiennent des anticorps 

20 anti-E specifiques. 

Reponse T cellulaire auxiliaire specifique des peptides du 
virus V1H-1. 

25 Les reponses proliferatives vis-a-vis des peptides solubles 

obtenus avec les cellules PBMC des differents individus vaccines 
apparaissent sur le tableau 15. 

Les peptides NEF, GAG et ENV entrainent une proliferation chez 
les PBMC de donneurs seuiement, apres la vaccination. Les PBMC 

30 d'individus immunises avec les lipopeptides (avec ou sans I'adjuvant 
QS21) proliferent au moins a Tencontre d'un peptide apres 20 semaines 
(4 semaines apres la troisieme injection, pour 8 sujets sur 10 presentes 
dans le tableau 15). 

Aucune proliferation n'est observee pour les PBMC des individus 

35 V4.15 et V4.17. 
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Les PBMC de I'individu V4.6 proliferent en reponse aux peptides 
N3, G1 et G2 avec un index de proliferation compris entre 4 et 10. Une 
induction de ia proliferation en reponse a Gl, G2 et E est observee avec 
les PBMC de I'individu V4.16 Des PBMC de I'individu V4.28 sont 
5 capables de proliferer en reponse aux peptides N1, N3, G2 et E. Une 
reponse proliferative, a rencontre des peptides Nl, G2 et E est observee 
pour ies PBMC de i'individu V4.5 vaccine. 

Une forte proliferation est observee en reponse aux peptides N1, 
G2 et E avec les PBMC de I'individu V4.19 (QS21), qui sont par ailieurs 
io aussi capables de proliferer en presence de N2 et N3. 

Les PBMC de I'individu V4.21 proliferent en presence de N1 et de 
G2, tandis que ceux de I'individu V4.32 proliferent seulement en 
presence de G2. 

Une reponse proliferative est observee en presence de N1 ( N3 t 
15 G2 et E avec les PBMC de I'individu V4.34 (QS21). 

De maniere globale la troisieme immunisation avec les 
iipopeptides induit une reponse proliferative a Tencontre du peptide N1 
pour cinq des dix sujets traites, a rencontre de N2 pour un des dix sujets 
traites, N3 pour quatre des dix sujets traites, G1 pour deux des dix sujets 
20 traites, G2 pour huit des dix sujets traites et finalement E pour des cinq 
des dix sujets traites. 

Les experiences d'eiimination effectuees avec les PBMC de 
differentsv individus vaccines montrent que la proliferation des PBMC 
recuperes apres vingt semaines se fait preferentiellement par 
25 I'intermediaire des cellules T CD4* auxiiiaires. 

Induction de I'activite CTL specifique du VIH 

Les PBMC obtenues avant et apres les immunisations ont ete 
30 stimuiees in vitro et testees pour leur activite CTL specifique du VIH. 

Les resultats d'experimentations representatives sont presentes 
dans le tableau 16. 

L'activite CTL specifique a ete testee a rencontre de la lignee 
cellulaire EBV autologue, incubee avec ou sans les peptides NEF, GAG t 
35 ENV. Aucune reponse anti-HIV a ete detectee avec les PBMC 
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recuperees avant rimmunisation. Une activite specifique CTL a ete 
detectee chez les PBMC collectees trois semaines apres rimmunisation 
chez neuf des douze individus. 

Le tableau 16 resume I'activite cytotoxique de huit des individus 
5 vaccines, I'activite d'un autre de ces individus etant representee sur la 
figure 12. 

Au moins un peptide contenu dans ie vaccin lipopeptidique induit 
des cellules effectrices CTL specifiques reconnaissant des peptides HIV. 
Par exemple les PBMC de i'individu V4.6 reconnaissent dans un 

io test cytotoxique les cellules EBV autologues impulsees avec les peptides 
G2 et E . Les PBMC de I'individu V4.16 reconnaissent le peptide N3 et 
E. Le pourcentage de lyse est variable, faible pour I'individu V4.16 
reconnaissant le peptide N3, intermediate pour I'individu V4.18 avec le 
peptide N1 et fort pour I'individu V4.5(QS21) avec les peptides N2 et G2. 

is On notera qu'une activite CTL specifique etait aussi generee a 

I'encontre de peptides contenant un epitope minimal CD8 + HIV (individus 
V4.16 et V4.28). 

Afin d'evaluer si les cellules effectrices sont des cellules T CD8\ 
comme on peut s'y attendre pour des CTL specifiques d'antigenes 

20 restreints de classe I, les lymphocytes T CD8 + ou CD4 + ont ete elimines 
des PBMC et on a effectue un test de cytotoxite. 

Dans les experiences representatives effectuees avec des PBMC 
de I'individu V4.1 (figure 12), on a observe une lyse efficace des cellules 
EBV autologues incubees avec des peptides du VIH, pour les PBMC et 

25 les cellules CD8 + . L'enrichissement en cellules CD8 + permet 
d'augmenter le pourcentage de lyse specifique. Ces resultats confirment 
que I'activite cytotoxique anti-HIV passe par Tintermediaire des cellules T 
CD8 + . 

II etait aussi important de determiner si ces cellules T cytotoxiques 
30 (CTL) reconnaissent et lysent des cellules infectees par des virus. 

Aussi des PBMC de I'individu V4.5 collectees 20 semaines apres 
rimmunisation, et stimulees in vitro avec le peptide N2 ont ete testees 
pour leur activite CTL a I'encontre de cibles autologues infectees avec 
differents virus exprimant la proteine NEF recombinante. Les resultats 
35 d'experiences representatives sont presentes dans la figure 13. Des CTL 
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anti-peptide N2 obtenues a partir de I'individu V4.5 (QS21) 
reconnaissent un antigene naturellement modifie par des EBV-LCL 
autologues infectees par des virus recombinants de ia vaccine codant 
des genes HIV-NEF obtenus a partir de differentes souches de HIV. 

5 Pour le meme rapport effecteur/cible, les CTL specifiques du virus 

HIV reconnaissent NEF-LAI et NEF-MN avec la meme efficacite. Un 
pourcentage plus faible de lyse specifique est obtenu pour la proteine 
NEF-A ou la proteine NEF-ROD. 

Ces resultats indiquent que les CTL obtenues apres vaccination 

io par des lipopeptides sont capables de reconnaitre differentes souches 
du virus VIH. 

Cellules T CD8 1 secretant ex-vivo de rinterferon-y, 
specifiques du virus VIH . 

15 

Les cellules effectrices T CD8 + peuvent exercer une activite 
lytique et/ou produire des lymphokines. Aussi la quantite de cellules T 
CD8 + secretant de Tlnterferon-y a ete evaluee par un test ELISPOT 
specifique. 

20 Une etude recente a montre que Tinactivation intracelluiaire du 

virus de I'hepatite B se fait par I'intermediaire de cellules T CD8 + 
secretant de Nnterferon-y specifiques et cytotoxiques, qui induisent une 
immunite protectrice. Cette approche permet d'identifier des epitopes de 
cellules T CD8 + minimaux par sensibilisation de PBMC avec des 

25 peptides courts. Tous ies peptides courts utilises sont deja decrits 
comme etant des epitopes CTL (voir plus haut). 

On a aussi quantifie par un ELISPOT ex vivo le nombre de 
cellules T CD8 + secretant de I'lnterferon-y specifique des peptides du 
VIH dans des PBMC de sujets vaccines (tableau 17). 

30 Conclusion 

Cette etude a permis de montrer qu'un vaccin lipopeptidique sous 
forme de micelles, et depourvu d'adjuvant, contenant differents epitopes 
VIH, contenu dans les proteines virales NEF, GAG et ENV du virus VIH, 
est capable d'induire une forte et persistante reponse multiepitopique B 

35 et T chez Thomme. 
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TABLEAU 1: Epitopes de BCR-ABL 



Peptide 


Sequence 


Fixation 


247-255 


EDAELNPRF 


B44 


488-496 


SELDLEKGL 


B44. 


768-776 


DELEAVPN! 


B44 


901-934 b2a2 


KEDALQRPV 


B44 


902-935 b2a2 


EDALQRPVA 


B44 


986-994 


GEKLRVLGY 


B44 


1 176-1 184 


EDTMEVEEF 


B44 


1252-1260 


MEYLEKKNF 


B44 


1691-1699 


NEEAADEVF 


B44 


49-57 


VNQERFRM1 


BS 


5S0-5SS 


LFQKLASQL 


B8 


722-730 


ARKLRHVFL 


B8 


786-794 


ALKIKJSQ1 


BS 


SS6-893 


CVKLQTVH 


BS 


928-936 b3a2 


KALQRPVAS 


BS 


1S30-1S3S 


GAKTKATSL 


B8 


1975-19S3 


IQQMRNK.FA 


BS 


1977-19S4 


QMRNKFAF 


B8 


252-260 


NPRFLKDN'L 


B7 


329-33S 


TPDCSSNENL 


B7 


693-701 


TPRRQSMTV 


B7 


1058-1066 


SPGQRSISL 


B7 


1 196-1205 


HPNLVQLLGV 


B7 


1560-1569 


SPKPSNGAGV 


B7 


i717-1725 


KPLRRQVTV 


B7 


1878-1884 


SPAPVPSTL 


B7 


36-44 


ERCKASIRR 


B27 


71-79 


DRQRWGFFRR 


B27 


575-583 


QRVGDLFQK 


B27 
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TABLEAU 1: Epitopes de BCR-ABL 



Peptide Sequence Fixation au HLA 

334-842 FRVHSRNGK B27 

642-650 LLYKPVDRV A2 

684-692 FLSSINEEI A2 

70S-716 QLLKDSFMV A2 

7 1 4- 722 FMVELVEGA A2 
S17-S25 KLSEQESLL A2 
SS1-SS9 MLTNSCVKL A2 
908-917 GLYGFLNV1V A2 
912-920 FLNVTVHSA A2 
1240-124S VLLYMATQi A2 
1903-1911 FIPLISTRV A2 
1932-1940 VVLDSTEAL A2 
50-5S NQERFRM1Y Al 
223-231 VGDASRPPY Al 
549-55S KVPELYEIHK A3/A1 1 
5 S3 -5 91 KLASQLGVY A3/A11 

715- 724 MVELVEGARK. A3/A1 1 
916-923 IVHSATGFK A3/A1 1 
920-928 b3a2 ATGFKQSSK. A3/A11 
924-932 b3a2 KQSSKALQR A3/A11 
1156-1 165 EVYEGVWKKY A3/A1 1 
131 1-1320 SLAYNKFSIK A3/A1 1 
1499-1509 NLFSALIKK A3/A11 
1724-1734 TVAPASGLPHK A3/A11 
1905-1914 L1STRVSLRK A3/A11 
1922-1930 PJASGA1TK A3/A1 1 

S24-936 b3a2 KGSSK.ALORPVAS DR4 
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TABLEAU 2 - Epitopes de la p53 

- epitopes de ta p53 se liant au HLA-A1: 
5 RVEGNLARVEY (196-205) 

GSDCTTIHY (226-234) 

- epitopes de la p53 se liant au HLA-A2: 
LLPENNVLSPL (25-35) 
RMPEAAPPV (65-73) 

I0 RMPEAAPRV 

ALNKMFCQL (129-137) 

STPPPGTRV (149-157) 

GLAPPQHLIRV (187-197) 

LLGRNSFEV (264-272) 
1 5 PLDGEYFTL (322-330) 

- epitopes de ia p53 se liant au HLA-A3: 
RVRAMAIYK (156-164) 
RRTEEENLR (282-290) 
ELPPGSTKR (298-306) 

20 - epitopes de la p53 se liant au HLA-B7: 

LPENNVLSPL (26-35) 

APRMPEAAPPV (63-73) 

APRMPEAAPRV 

APPQHLIRV (189-197) 
25 RPILTIITL (249-257) 

KPLDGETYFTL (321-330) 

- epitopes de la p53 se liant au HLA-B8 : 
CQLAKTCPV (135-143) 
GLAPPQHLI (187-195) 

30 NTFRHSVVV (210-218) 

- epitopes de la p53 se liant au HLA-B51 : 
LLPENNVLSPL (25-35) 
RMPEAAPPV (65-73) 
LIRVEGNLRV (194-203) 
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TABLEAU 3 

Epitopes d s proteines E e et E -, 



YMLDLQPETT (E7 1 1 -20) 

LLMGTLGIV (E7 82-90) 

TLGIVCPI (E7 86-93) 

TIHDIILECV (E6 29-38) 

KLPQLCTEL (E6 18-26) 
I0 RPPKLPQL (E6 8-15) 

LRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY (E6 45-67) 

ISEYRHYCY (E6 80-88) 

EKQRHLDKKQRFHNIRGRWT (E6 121-140) 

GQAEPDRAHYNIVTF (E7 43-57) 
15 QAEPDRAHY (E7 44-52) 

EPDRAHYNIV (E7 46-55) 
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TABLEAU 4: Epitopes du virus VIH-1 



HLA-Al 

CNef 96-106: GLEGLIHSQRR 
CNef 121-12S: FPDWQNYT 
CNef 137-145: LTFGWCYKL 
CNef 184-191: RFDSRLAF 
CNef 195-202: ARELHPEY •■ 

HLA-A2 

Gpl20 121-129: KLTPLCVTL 
P17 77-S5: SLYNTVATL 
RT 200-203: ALVEICTE.M 
RT 275-2S5: VLDVGDAYFSV 
RT 346-354: KH'QYMDDL ■ 
RT 36S-376: K1EELRQHL 
RT 376-3S7: LLRWC LTTPDK 
RT 476-4S4: ILKEPVHGV • 
RT 5SS-595: PLVKLWYQL 
RT 6S3-692: ELVNQDEQL • 
Nef 136-145: PLTFGWCFKL 
N'ef 1S0-1S9: VLONVRFDSRL 
Nef 1SO-19S: ALHHVAREL 
Gp41 318-626: 3LLNATVDI 
P24 1S5-193: DLNTMLNTV 
RT 346-354: VIYQYMDDL 
RT 5SS-5D6: PLVKLWYQL 
Pro 143-152: VLVGPTPVNI 
CGpl20 37-44: TVYYGVPV 
CGpl20 115-122: SLKPCVKL 
(Gpl20 313-321: PJQRGPGRA 
(Gpl20 197-205: TLT5CNT5V 
(Gpl20 42S-435: FINMWQEV 
CGp41 836-344: WQGAYRA! 
(p24 219-22S: HAGPIAPGQM 
(pl5 422-431: QMKDCTERQA 
Colo 44S-456: FLQSRPETA ■ 
CRT 681-691: ESELVNQIIEG 
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TABLEAU 4: Epitopes du virus V1H-1 (suite) 



HLA-A3 



P17 13-26: KIRLRPGCK • 
P17 20-2S: RLRPGGKKK • 
RT 200-210: ALVEICTEMEK 
RT 325-333: AIFQSS.MTK 
RT3S3-3SS: DLEIGQHRTK 
Nef 73-S2: QVPLRPMTYK • 
Gpl20 37-45: TVYYGVPWVK 
Gp41 775-7S5: RLRDLLL1VTR 
P17 13-26: X1RLRPGGK 



HLA-A1T 



RT 325-333: AJFQSS.MTK 
RT 507-517: Qn'QEPFKNLK 
Nef 73-S2: QVPLRPMTYK ' 
.N'ef S4-92: AVDLSHFLK 
p24 349-35?: ACQVGGPGHK 
P17 83-91: ATLYCVHQR ■ 

HLA-A24 (A9) 

Gpl20 52-61: LFCASDAKAY 
Gp41 591-598: YLKDQQLL ■ 
ou 590-597: RYLKDQQLL 
(RT 484-492: VYYDPSKDL 
(RT 508-516: IYQEPFKNL 
CRT 681-691: ESELVNQIIEG 

HLA-A25 (A 10) 

P24 203-212: ETTNEEAAEW 
HLA-A26 fAIOl 

P24 167-175: EVIPMFSAL - 

HLA-A30 (A19) 

(Gp41 S45-S52: RA1RHIPRR 

HLA-A31 (A19) 

Gp41 775-785: RLRDLLLIVTR 

HLA-A32 (A19) 

Gpl20 424-432: RIKQIINMW 
Gp41 774-785: HRLRDLLLI = 
RT 559-56S: PIQKETWETW 
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TABLEAU 4: Epitopes du virus VIH-1 (Suite) 



HLA-A33 (A19) 

CP24 265-275: I1LGLNK1VR 



HLA-B7 

RT 69S-707: YLAYVVP AH K 
N'ef &S-77: FPVTQVPLR • 
N'ef 12S-137: TPGPGVRYPL 
Gpl20 303-312: RPNNNTRKSI 
Gp41 84S-S5S: IPRRIRQGL 
RT 699-707: YLAYWPAHK 

HLA-BS 

Gpl20 2-10: RVKEKYQHL 
P17 24-32: CGKKKYKLK 
N'ef 90-97: FLKEKGGL - 
P24 259-2S7: GErYKRWU 
Gp41 S91-59S: YLKDQQLL 
(Gp41 S49-S56: PRRIRQGL 
ou S51-S59: RIRQGLERIL 
(P24 329-337: DCKT1LKAL 
CRT 1S5-193: GPKVKQWPL 
(N'ef 182-189: EWRFDSRL •• 

HLA-B14 

Gp41 5S9-597: ERYLKDQQL 
P24 29S-305: DRFYKTLRA • 
(P24 1S3-3 91 ? : DLNTMLNTV 
(p24 304-313: LRAEQASVQEV 
(p24 305-313: RAEQASVQEV 

HLA-B1S 

N'ef 135-143: YPLTFGWCY 
Nef 135-143: YPLTFGWCF 
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TABLEAU 4: Epitopes du virus VtH-1 



HLA-B27 

P24 2S3-272: KRWULGLNK 
Nef 73-82: QVPLRPMTYK 
Nef 134-141: RYFLTFGW 
ou 133-141: YPL7FGW " 

Gp41 5S9-597: ERYLKDQQL 
(Gp41 791-S00: GRRGWEALKY 



HLA-B35 

Gpl20 78-S6: DPNPQEWL • 
Gpl20 257-265: RPVVSTQLL 
RT 285-294: VPLDKDFRKY ■ 
RT 323-331: SPAIFQSSM = 

RT 342-350: XPDIVTYQY (consensus clade B) 

RT 460-45S: FPLTEEAEL - " 

RT 598-60S: EP1VGAETFY 

Nef 6S-75: FPVRPQVPL • 

Nef 74-S1: VPLHPMTY - 

Gp41 611-519: TAVPWNASW 

Gpl20 42-52: VPVWKEATTTL • 

P17 124-132: NSSOVSQXY (consensus clacie B) 

P24 254-252: PPlFVGglY (consensus clacie B) 

HLA-B37 

Nef 120-1 2S: VFPDWQNYT 



HLA-B4-4 (&12^ 

P24 17S-1S6: SEC-ATPQDL ■• 
(p24 175- 1S4: LE3GATPQDL 
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TABLEAU 4: Epitopes du virus VIH-1 



HLA-B5! (B5) 

gp41 562-570: RAIEAQQHL 
RT 200-20S: ALVEICTEM ■ 
RT 209-217: EKEGKISKI 
RT 295-302: TAFTEPSI 

HLA-B52 (B5) 

Nef 1S0-19S: AFHHVAREL 

HLA-B55 (B22) 

Gpl20 -42-51: VPVWXEAT77L 

HLA-B57 et B5S (B17) 

P24 240-249: TSLTQEQIGW • 
Nef 116-125: HTQGVFPDWQ 
ou 116-124: HTQGYFPDW - .. 

Nef 120-12S: YFPDWQN 
(P24 147-155: ISPRTLNAW 
(T24 164-172: FSPEVIPMF 

HLA-Bw62 (B15) 

P17 20-29: RLRPGGKKKY 
P24 26S-277: LGLNK1VRMY 
RT 427-43S: LVGKLNWASQIY 
Nef S4-91: AVDLSHFL - 
Nef 117-127: TQGYFPDWQNY 



HLA-C\v4 

gpl20 3S0-35S: SFNCGGEFF 

HLA-CwS 

RT 663-672: VTDSQYALGI < 
P24 305-313: RAEQASQEV 
Nef S2-91: KAALDLSHPL 

H LA- Civ? 

P24 30S-316: QATQEVKNW 
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TABLEAU 5 - Epitopes de Melanome humain 



Gene/proteine 


MHC restriction 


Peptide 


Position des 

acides 

amines 


Tyrosinase 


HLA-A2 


MLLAVLYCL 


1-9 




HI A-AP 


YMNrVTMQOV 

I IVIINw 1 IVIOU V 

YMDGTMSQV 


Ow9 O / / 




HLA-A24 


AFLPWHRLF 


206-214 




HLA-B44 


SEIWRDIDF 


192-200 




HLA-DR4 


QNILLSNAPLGPQFP 
SYLQDSDPDSFQD 


56-70 
450-462 


Pmel17 9p10 ° 


HLA-A2 


KTWGQYWQV 


154-162 




HLA-A2 


AMLGTHTMEV 


177-186 




HLA-A2 


MLGTHTMEV 


178-186 




HLA-A2 


ITDOVPF^V 


20Q-217 




HLA-2 


YLEPGPVTA 


280-288 




HLA-A2 


LLDGTATLRL 


457-466 




HLA-A2 


VLYRYGSFSV 


476-485 




HLA-A2 


SLADTNSLAV 


570-579 




HLA-A3 


ALLAVGATK 


17-25 


Melan-A MART " 1 


HLA-A2 


(E)AAGIGILTV 


26(7)-35 




HLA-A2 


ILTVILGVL 


32-40 


75TRP-1 

gp 


HLA-A31 


MSLQRQFLR 1 


TRP-2 


HLA-A31 


LLGPGRPYR 


! 197-205 
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TABLEAU 6: Epitopes de tumeurs resultant de mutations 



1 

Gene/proteine 

1 
i 

! 


Tumeur 


MHC 
Re^trirtinn 


Peptide 


Position des 
amines 


i i 

MUM-1 Melanome 


HLA-B44 


EEKLIWLF 


30-38 


i | 

CDK4 Melanome 


HLA-A2 


ACDPHSGHFV 


23-32 


i i 

\ P-catenine Melanome 


HLA-A24 


SYLDSGIHF 


29-37 


! i 

HLA-A2 ■ carcinome 
renal 








I 

CASP-8 

| 


carcinome 
squameux de 
la tete et du 
cou 


HLA-B35 


FPSDSWCYF 


476-484 
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TABLEAU 7 



Antiqenes communs a diverses tumeurs 



1 

1 

! Gene 

1 


tissue oil a 
lieu 

i'expression 
normate 


IMHC 

t restriction 


Peptide antigenique 


j 

; Position des 
! acides amines 

i 

i 


i 

1 MAGE-1 
| 


testicutes 


! HLA-A1 


i 

i EADPTGHSY 

I 


I i 
161-169 \ 

| 


I 

! 
i 

! 

! 




IHLA-Cw16 


SAYGEPRKL 


| 230-238 


! 

I MAGE-3 


testicuies 


! HLA-A1 


f 

| EVDPIGHLY 


j i 

j 168-176 : 

i i 


; 




IHLA-A2 


I FLWGPRALV 


j ; 

271-279 






; HLA-B44 


MEVDPIGHLY 


167-176 


i ! 

IBAGE 

i i 


testicutes 


HLA-Cwl6 

■ 


AARAVFLAL 


2-10 


GAGE- 


testicuies 


HLA-Cw6 


YRPRPRRY 


9-16 


1/2 










1 : 
| 

! RAGE-1 Iretine 

i : 


i HLA-B7 


SPSSNRIRNT 


11-20 


i ! 
I GnTV i 


aucun 


I HLA-A2 


VLPDVFIRC 


38-64 ' 


mucine i seins lors 


i pas de 


PDTRPAPGSTAPPA 


i 


I 

! 


de la 
lactation 


! restriction 


HGVTSA* 


| 

i 

i 



* transcript aberrant de la N-acetyl glucosaminyl transferase V (GnTV) 
trouve uniquement dans ies melanomes. 
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TABLEAU 8 



LIPOPEPTIDES 


RENDEMENT DE FILTRATION 


NEF66 


quantitatif 


NEF117 


80% 


NEF182 


quantitatif 


GAG183 


80% 


GAG253 


77% 


ENV 


quantitatif 



TABLEAU 9 



i 

i Peptide 

t 


Solvant 


concentration 
(mg/mL) 


Volume preleve 
(mL) 


Rendement de 
filtration(%) 
apres melange 


i 

! NEF66 


eau 


5 


1 


95 


i NEF 117 


AcOH 25% 


5 


1 


81 


! NEF 182 


AcOH 25% 


5 


1 


92 


I GAG 183 


AcOH 80% 


I 10 


0.5 


73 


GAG 253 


AcOH 25% 


f 
I 

i 5 


1 


31 


i ENV 


! eau 


I 


1 


95 
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TABLEAU 10 



Peptide 


soivant 


concentration 
(mg/ml) 


volume 
preleve (mi) 


rendement 
de filtration 

(%) 
apres 
melange * 


NEF 66 


AcOH 80% 


I 

20 1 0,250 


quantitatif 


NEF 117 


AcOH 80% 


20 


0,250 


quantitatif 


I 

NEF 182 I AcOH 80% 


20 ! 0.250 


quantitatif 


I 

GAG 183 i AcOH 80% 


20 i 0,250 iquantitatif 


J 

GAG 253 I AcOH 80% 


20 1 0,250 


quantitatif 


ENV 


AcOH 80% 


20 


0,250 


quantitatif 



* a la precision du dosage pres. 
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TABLEAU 11 



peptide 


pesee 
exacte 
(mg) 


peptide 
net 


quantite 
attendue* 
(pg par dose 


quantite*** 
obtenue (ug 
par dose) 


i 

| 

rendement ** j 

(%) | 


NEF 66 


764 


641 


550 


505+/- 15 


89.14 -94.6 ; 


NEF117 


739 


641 


550 


621+/- 21 


109.08- j 
116.72 ! 


NEF182 


742 


641 


550 


545+/- 16 


i 

96.23 - 102.05! 


GAG 183 


741 


642 


550 


478+/-13 


I 

! 

84.50 - 89.23 ! 


GAG253 


780 


641 


550 


571+/- 28 


j 

98.76 - 108.95! 


! ENV 
i 


810 


642 


550 


593+/- 17 

i 


104.71 - 
110.89 



* la dose ciblee etait de 500 \jg par peptide; un surdosage de 10% a ete 
deliberement prevu au moment de la pesee, compte tenu des , 
rendements obtenus lors de la preparation du lot CK6. 
**Les fourchettes des rendements refletent la precision du dosage, et 
non une variation importante d'un flacon a i autre. 

*** Les valeurs en exces sont dues aux imprecisions des pesees de 

poudres eiectrostatiques par un operateur revetu du scaphandre 

standard. 
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TABLEAU 13 



Lignees CTL 
anti-7 peptides 


Peptides reconnus 


Petits peptides reconnus 


92102 


GAG 2466281 




92105 


NEF 125-147 




92109 


NEF 101-126 


NEF 101-110 
NEF 116-126 




NEF 125-147 


NEF 128-136 


j NEF 155-178 


NEF 169-178 


I NEF 201-225 

! 


NEF 215-225 




GAG 246-281 




92120 


GAG 246-281 




92125 


NEF 155-178 


NEF 169-178 


92129 


NEF 125-147 
NEF 155-178 
NEF 201-225 


NEF 128-136 
NEF 169-178 

NEF 201-211 I 

i 

NEF 211-219 


92117 


negative 




92127 


NEF 101-126 
NEF 125-147 
NEF 155-178 
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TABLEAU 14 



Detection d'anticorps specifiques de peptides des proteines 
NEF. GAG et ENV du virus VIH. dans le serum de volontaires 
immunises avec un melange de six lipopeptides 



Vninnt£iirp c 

V U 1 W 1 ■ lu 1 1 C 


rci hjljc uc 
I cuupci allUM 








Peptide reconnu 






IN I 


NZ 


No 


G1 


G2 


E 


V4.6 


W20 


9 1 
Z. I 


/ .Z 


1 n 

1 -U 


1.0 


10.2 


1.2 


V4.15 


W20 






1 9 

l .z 


1.3 


11.2 


1.5 


V4.16 


W20 


l .Z 


^1 7 


1 9 

i .z 


1.1 


9.7 


1.3 


V4.17 


W20 


1.7 


1.8 


1.0 


1.1 


8.0 


1.2 


V4.18 


W20 


1.1 


1.2 


1.0 


1.3 


2.2 


1.1 


V4.28 


W20 


7.8 


8.8 


1.5 


1 


15 


5.7 


V4.1 (QS21) 


W20 


3.1 


3.2 


1.1 


1.2 


11.5 


4.7 


V4.5 (QS21) 


W20 


1.2 


4.2 


1.3 


1.1 


8.1 


2.1 


V4.19(QS21) W20 


1.2 


5.3 


1.2 


1.3 


5.1 


3.8 


V4.21(QS21) W20 


1.2 


4.7 


1.0 


1.2 


9.3 


1.9 


V4.32(QS21) W20 


6.6 


14 


1.8 


1.9 


21 


4 


V4.34(QS21) W20 


7.1 


21.2 1.2 


1.8 


36 


8 



Les volontaires ont ete immunises avec six lipopeptides sous forme cie 

micelies. ou avec un adjuvant (QS21) 
Les serums des volontaires ont ete recuperes avant injection des 

lipopeptides, et vingt semaines apres. Les trois injections des six 
5 lipopeptides ont ete administres a 0.4 et 16 semaines. 

0 La detection des anticorps specifiques des peptides du virus VIH a ete 

effectuee a I'aide d un test ELISA avec une dilution de serum de 1/100. 

Les plaques du test ELISA ont ete recouvertes avec NEF66-97 (N1). 

NEF 117-147(N2). NEF 182-205 (N3). GAG 183-214 (G1), GAG 253-284 
o (G2) ou V3 ENV 303-335{E). 
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TABLEAU 15 

Reponses proliferatives d s PBMC des volontaires 
aux iipopeptides NEF, GAG et ENV 



0 



■ . - - -I 

iVoiontaire periode de i 
recuperation 






Index de proliferation c ; 


XT 1 

Nl 


N2 


N3 


Gl 




WO 


L3 


LO 


J .u 




V4.6 


W20 


2.4 


3J(±1) 


10(±7) 


4.5(±1.1) 




WO 


LO 


LO 


1.3 


LO 


V4.15 


W20 


L9 


2.2 


1.6 


1.2 




WO 


LO 


L2 


1.3 


L3 


V4.16 


W20 


LI 


LI 


2.2 


4.6(± 0.6) 




WO 


2J 


L3 


L4 


L9 


V4.17 


W20 


L5 


LI 


1.6 


2.0 




WO 


LO 


L3 


1.5 


LS 


| V4.18 


W20 


nd 


nd 


nd 


nd 




WO 


L3 


2.2 


L7 


L2 


V4.28 


W20 


3.8(±0.6) 


1.2 


21(±2) 


L2 




WO 


1.0 


LI 


LO 


LI 



a _Les voiontaires ont ete immunises avec six iipopeptides sous forme de miceiies. ou 
0 avec un adjuvant (QS21 } 

c Les PBMC des voiontaires ont ete recuperees avant injection des Iipopeptides (WO) et 
au cours de ia vingtieme semame (W20). 

c 2 10 5 cellules ont ete cuitivees avec 1 ug/ml des iipopeDtiaes du ViH et ia oroliferatior, 
a ete mesuree par incorporation de la tnymidine tritiee au jour 6. Les iipopeptiaes son:: 
N1. N2. N3. G1. G2 et E. L mdex de proliferation obtenu avec ie milieu de culture seui 
est egal a 1 . 

c la reponse proliferative (cpm) des PBMC des voiontaires cuitivees dans te miiieu seu! 
est donnee. Tous les ecnantillons de PBMC ont proiifere en reponse a 1 pg/mi de PHA. 
PPD et SEB. 
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TABLEAU 15 (suite) I'D 
Reponses p ro life rat ives des PBMC des voiontaires 
aux lipopeptides NEF, GAG et ENV 



10 


Volontaire 3 


periode de 
recuperation 


index cie 


Drolif er a 


f 1nn c 


G2 


£ Proliferation inauite par 
le milieu de culture* 




V4.6 


wo 

W20 


LO 

7.2(±0.7) 


/ 

3.6(±0.9) 


; 87 1 (±25) 
280 (±32) 


15 


V4.15 


WO 
W20 


L4 
J. 6 


L5 
2.1 


1657 (±182) 
252 (±30) 




V4.I6 


WO 
W20 


LS 

3.6(±0.5) 


LS 

3.9(±0.7) 


3830 (±232) 
1000 (±168) 


20 


V4.I7 


WO 
W20 


2.0 
2.0 


2.3 
2.8 


5708 (±470) 
1228 (±54) 




V4.18 


WO 
W20 


3.3(±0.7) 
nd 


J.3 
nd 


460 (±49) 
nd 




" V4J2Z 


WO 
W20 


L2 

8.2(± 1.6) 


L2 

7.6(± 2.2) 


869 (±36) 
2558 (±186) 


25 




WO 


LO - 


LO 


3107 (±521) * 



Les voiontaires ont ete immunises avec six lipopeptides sous forme de micelles, ou 
avec un adjuvant (QS21) 

b Les PBMC des voiontaires ont ete recuperees avant injection des lipopeptides (WO) et 
30 au cours de ia vingtieme semaine (W20). 

c 2 10 s cellules ont ete cultivees avec 1 yg/ml des lipopeptides du VIH et la proliferation 
a ete mesuree par incorooration de la thymidine tritiee au jour 6. Les lipopeptides sont: 
Nl. N2. N3. G1. G2 et E. L index de proliferation obtenu avec le milieu de culture seul 
est egal a 1 . 

35 0 la reponse proliferative (cpm) des PBMC des voiontaires cultivees dans le milieu seul 
est donnee. Tous les echantillons de PBMC ont prolifere en reponse a 1 Mg'ml de PHA. 
PPD et SEB. 
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TABLEAU 15 (suite 2 5 
Reponses proiiferatives des PBMC des volontaires 
aux iipopeptides NEF, GAG et ENV 



• l 



Volcmtaire 3 periode de 



Index de proliferation 



recuperation 


NI 


N2 


N3 


Gl 


V4.l (QS2\) W20 


nd 


rid 


nd 


nd 


WO 


1.5 


1.6 


1.5 


1.6 


V4.5 (QS21) W20 


4.6(±1.2) 


3.1 (±0.3) 


1.5 


2.0 


WO 


1.0 


1.1 


1.2 


l.J 


V4.i9(QS2I) W20 


24.3(±3,1) 


8.5(±S) 


4.4(±1.2) 


3.1 (±2.5) 


WO 


L3 


1.3 


1.2 


3.9(±1) 


V4.21 (QS21) W20 


6.5(±3) 


L4 


2.3 


2.8 


WO 


1.0 


1.0 


LJ 


L3 


V4.32(QS2!) W20 


LO 


1.0 


1.7 


1.2 


WO 


1.0 


l.J 


LI 


L2 


V4.34 (QS2I) W20 


3.4(±0.2) 


LI 


3.3(±0.1) 


2.2 



20 



a _Les volontaires ont ete immunises avec six iipopeptides sous forme de micelles, ou 
avec un adjuvant (QS21) 

c Les PBMC des volontaires ont ete recuperees avant injection des Iipopeptides (WO) et 
au cours de la vingtieme semaine (W20). 

c 2 10 s cellules ont ete cuitivees avec 1 (jg/mi des iipopeptides du VIH et la proliferation 
a ete mesuree Dar incorporation de la thymidine tritiee au jour 6. Les iipopeptiaes sont: 
N1. N2. N3. Gl. G2 et £. L maex de proliferation obtenu avec le milieu de culture seul 
est egal a l. 

a la reponse proliferative (cpm) des PBMC des volontaires cuitivees dans ie milieu seul 
est donnee. Tous les echantillons de PBMC ont prolifere en reoonse a 1 pa/ml de PHA. 
PPD et SEB. 
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TABLEAU 15 (suite) (3) 
Reponses proliferatives des PBMC des voiontaires 
aux iipopeptides NEF. GAG et ENV 



1 5 



I, , . a . 7 " * . Inde x tie Prclif erat±ar£__- - 

Volontaire penode de ■ — Proliferation inauite p^i 

I recuperation j ie milieu de culture* 

v-v.i (QS2D W20 J3 ; H3 

WO ;.5 7. J 341 (±20) 

V4.5(QS2l) v/20 3.9(±0.3) 5.0(±2.2) 776 (±60) 

WO LD 1.0 918 (±102) 

V4.i9(QS2l) W20 11.0(±2.7) 9.4(±2.8) 497 (±168) 

WO 1.3 1.4 322 (±21) 

V4.2KQS2!) v/20 11.3(±4) J.Jf±1.9) 1052 (±82) 

WO .1.2 A2 4448 (±75) 

V4.32(QS21) W20 10.1(±1.S) 0.9 245 (±30) 

W0 1.2 1.2. 5383 (±309) 

V4.34(QS21) v/20 4.4(±0.6) 3.1(±0.1) 7381 (±280) 



a _Les voiontaires ont ete immunises avec six iipopeptides sous forme de miceiies. ou 
avec un adjuvant (QS21) 

& Les PBMC des voiontaires ont ete recuperees avant injection des iipopeptides (WO) et 
au cours de ia vingtieme semaine (W20). 

c 2 10* cellules ont ete cultivees avec 1 pg/ml des iipopeptides du VIH et ta proliferation 
a ete mesuree par incorporation de la thymidine tritiee au jour 6. Les Iipopeptides sont: 
N1. N2. N3. G1. G2 et E. L'inaex de proliferation obtenu avec le milieu de culture seui 
est egal a 1 

c la reponse proliferative (cprrn des PBMC des voiontaires cultivees dans le miiieu seui 
estaonnee. Tous les ecnantiiions ae PBMC ont Drolifere en reDonse a 1 pg/ml de PHA. 
PPD et SEB. 
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TABLEAU 16 

Specificite des CTL chez tes volontaires immunises 

% de lyse specifique des cellules 



Lipopeptide 



cibles 


V4.6* 


V4.16 


V4.18 


V4.28 


WO 


W20 


WO 


W20 


WO 


W20 


WO 


W20 


Rapport E/J 


70/7 




50/1 


80/1 


10/1 




Aucun 


5% 


11% 


2% 


12% 


8% 


14% 


5% 


8% 


NEF 66-97 


9% 


17% 


8% 


18% 


11% 


40% 


12% 


19% 


NEF 117-147 


9% 


16% 


2% 


13% 


6% 


6% 


19% 


12% 


NEF 182-205 


4% 


15% 


2% 


24% 


6% 


6% 


2% 


4% 


•RapportE/T 


70/1 




30/1 




55/1 


.10/1 




Aucun 


4% 


18% 


5% 


5% 


8% 


6% 


2%c 


2% ' 


GAG183-2J4 


7% 


14% 


9% 


10% 


nd 


nd 


2% 


2% 


GAG 253-284 


9% 


49% 


11% 


20% 


6% 


26% 


2% 


2% 



5 Les volontaires ont ete immunises avec six iipopeptides sous forme de micelles, ou 
avec un adjuvant (QS21) 

D Les cellules cibies sont des PBMC autoiogues sensibiiisees avec 10 pM de chacun 
des Iipopeptides. irradiees et marquees a i'aide de ^r. 

c Le test de reiarguage du chrome a ete effectue apres trois stimulations in vitro. 
L'activite cytotoxique a l encontre des cellules autoiogues EBV incubees avec des 
peptides ou sans peptides a ete mesuree dans un test de reiarguage de 4 heures. 
L'activite cytotoxique a ete consideree comme positive quand le reiarguage du cnrome 
est superieur ae 10% a ceiui observe avec les cellules cibles seules. A1 et A3 
correspondent a des cellules EBV incubees avec un ensemble de peptides A1 in 137- 
145, n195-202. n 184-191, n121-128 pour V4.16 ou n183-191, n121-128 pour V4.28) et 
le peptide A3 (n73-82). 

a Le rapport E/T(rapport cellules effectrices/cellules cibles) correspond a 5x10" cellules 
cibles marquees, incubees avec des quantites variables de cellules effectrices 
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TABLEAU 16 (suite 1) 
Specificite des CTL chez les volontaire s immunises 



Lipopeptide 
incube avec 
cies cellules 
cibles 



% de iyse specifique des cellules 



V4.5 (QS21) V4J9 (QS2I) V4.21 (QS21) V4.34 (QS2T) 



WO W20 



WO W20 



WO W20 



WO W20 



'Rapport -EyCT 


100/1 


60/1 


40/1 


35/1 


Aucun 


16% 31% 


2% 6% 


2% 


2% 


10% 2% ' 


NEF 66-97 


10% 23% 


0% 15% 


2% 


2% 


2% 2% 


NEF 117-147 


18% 47% 


2% 27% 


2% 


2% 


2% 2% 


NEF 182-205 


10% 31% 


0% 0% 


2% 


2% 


2% 2% 


•RapportE/T 


140/1 


60/1 


46/1 


35/1 


Aucun 


23% 11% 


0% 0% 


2% 


•'2% 


2% 2% 


GAG 183-2J4 


21% \\% 


0% 0% 


2% 


2% 


2% 23% 


GAG 253-284 


20% 68% 


0% 9% 


2% 


2% 


5% 5% ' 



a Les volontaires ont ete immunises avec six lipopeptides sous forme de micelles, ou 
avec un adjuvant (QS21) 

b Les cellules cibles sont des PBMC autologues sensibilisees avec 10 pM de cnacun 
des iipopeDtides. irradiees et marquees a Taide de 'Cr. 

z Le test de retarguage du cnrome a ete effectue apres trois stimulations in vitro. 
Lactivite cvtotoxique i rencontre des cellules autologues EBV incubees avec des 
peptides ou sans peptides a ete mesuree dans un test de relarguage de 4 heures. 
L activite cvtotoxique a ete consideree comme positive quand ie relarguage du chrome 
est supeneur de 10% a celui observe avec les cellules cibles seules. A1 et A3 
correspondent a des cellules EBV incubees avec un ensemble de peptides A1 (n 137- 
145, n195-202, n 184-191. n121-128 pour V4. 16 ou n183-191, n121-128 pour V4.28) et 
le peptide A3 (n73-82). 

d Le rapport E/T(rapport cellules effectrices/cellules cibles) correspond a 5x10" cellules 
cibles marquees, incubees avec des quantites variables de cellules effectrices 
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TABLEAU 16 (suite 2) 
Specifictte des CTL chez les volontaires immunis 's 

% de lyse specifique des cellules 



Lipopeptide 
incube avec 
des cellules 
cibles 



V4.6 J 



WO W20 



V4.16 



V4.18 



WO W20 



WO W20 



V4.28 



WO W20 



^^pport:.E/T ' 70/1 
Aucun 3% 6% 



V3 ENV 303-335 



36% 



25/] 
32% 23% 

12% 49% 



nd 
nd 



nd 
nd 



IO/J 
2% 2% 

2% 17% 



Rapport E/T 
" Aucun 

nnii-Al 
.irui-A3 




50/] 
13% 23% . 
2% 48% 
nd nd 




JO/] 
2% 2% 
5% 34 % 
nd nd 



3 Les volontaires ont ete" immunises avec six iipopeptides sous forme de micelles, ou 
avec un adjuvant (QS21 ) 

0 Les cellules cibles sont des PBMC autologues sensibiiisees avec 10 pM de chacun 
des Iipopeptides. irradiees et marquees a laide de M Cr, 

c Le tesi de relarguage du chrome a ete effectue apres trois stimulations in vitro. 
L activite cytotoxique a i encontre des cellules autologues EBV incubees avec des 
peptides ou sans peptides a ete mesuree dans un test de relarguage de 4 heures. 
L activite cytotoxique a ete consideree comme positive quand le relarguage du chrome 
est superieur de 10% a celui observe avec les cellules cibles seules. A1 et A3 
correspondent a des cellules EBV incubees avec un ensemble de peptides A1 (n 137- 
145. n195-202. n 184-191. n121-128 pour V4.16 ou n183-191. n121-128 pour V4.28) et 
le peptide A3 (n73-82). 

0 Le rapport EAT(rapport cellules effectrices/cellules cibles) correspond a 5x1 0 3 cellules 
cibles marquees, incubees avec des quantites variables de cellules effectrices 
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TABLEAU 16 (suite 3) 
Specificite des CTL chez les volontaires immunises 



V4.34 (QS21) . 

des cellules wo W20 wo W20 wo W20 wo W20 
cibles 

Rqpport'E/J &0/I 60/J 86/J 3S/J 

Aucun 22% 14% 0% 2% 7% 13% 5% 3% 

V3ENV 303-335 24% 16% 2% 6% 2% 23% 3% 3% 



'Rapport E/T 
' Aucun 

nnti-Al 
;uui-A3 




a Les volontaires ont ete immunises avec six iipopeptides sous forme cie micelles, ou 
avec un adjuvant (QS21) 

0 Les cellules cibles sont des PBMC autoiogues sensibiiisees avec 10 pM de chacun 
des Iipopeptides. irradiees et marquees a ('aide de 5i Cr. 

c Le test de relarguage du chrome a ete effectue apres trois stimulations in vitro. 
Lactivite cytotoxique a rencontre des cellules autoiogues EBV incubees avec des 
peptides ou sans peotides a ete mesuree dans un test de relarguage de 4 heures. 
.Lactivite cytotoxiaue a ete consideree comme positive quand ie relarguage du chrome 
est suDeneur de 10% a ceiui observe avec ies celiuies cibles seuies. A1 et A3 
corresDonaent a aes celiuies EBV incubees avec un ensembie ae peptides A1 fn 137- 
145. n1 95-202. n 184-191. n121-128 pour V4.16 ou n183-191. n121-128 pour V4.28) et 
le peptide A3 (n73-82). 

d Le rapport E/T(rappon celiuies effectrices/celluies cibles) correspond a 5x1 0 3 celiuies 
cibles marquees, incubees avec des quantites variables ae cellules effectrices 



% de lyse specifique des cellules 



Lipopeptlde V45(QS21) V4.I9(QS2I) V4.21 (QS21) 

incube avec 
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REVENDICATIONS 

1. Micelles mixtes ou micro-agregats pour ('induction d une 
reponse immunitaire contenant au moins: 

- un premier iipopeptide comprenant au moins un epitope CTL 
5 et au moins un motif lipidique. et 

- un second Iipopeptide comprenant au moins un epitope T 
auxiiiaire et au moins un motif lipidique, dont la nature peut etre 
differente du motif du premier iipopeptide. 

2. Micelles ou micro-agregats selon la revendication 1, 
o caracterises en ce que les lipopeptides comprennent independamment 

un ou piusieurs motifs lipidiques en C 4 a Ci 8 . 

3. Micelles ou micro-agregats seion Tune des revendicaiions 1 
et 2, caracterises en ce que les lipopeptides comprennent 
independamment une ou deux chaines lipidiques en C 4 a Cis associees 

5 par liaison covaiente a un ou deux acides amines de la partie peptidique. 

4. Micelles ou micro-agregats seion Tune des revendications 1 
a 3, caracterises en ce que les motifs lipidiques des lipopeptides sont 
constitues de deux chaines d'acide paimitique liees aux groupements 
NH 2 d une lysine. 

o 5. Micelles ou micro-agregats selon Tune des revendications 1 

a 4, caracterises en ce que les motifs lipidiques des lipopeptides 
comprennent independamment un residu d'acide paimitique. d acide 2- 
amino hexadecanoique. d'acide oieique, d'acide linoieique, d'acide 
linolenique de pimelautide. de trimexautide ou un derive du cholesterol. 

6. Micelles ou micro-agregats selon Tune des revendications 1 
a 5, caracterises en ce que la partie non lipidique des lipopeptides, 
comprenant les epitopes, comprend entre 10 et 100, et 
preferentiellement entre 10 et 50 acides amines. 
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7. Micelles ou micro-agregats selon Tune des revendications 1 
a 6. caracterises en ce que (epitope T auxiiiaire est un epitope 
multivalent. 

8. Micelles ou micro-agregats selon Tune des revendications 1 
5 a 7. caracterises en ce que lepitope T auxiiiaire est ie peptide 830-843 

de la toxine tetanique presentant la sequence suivante: 

QYIKANSKFIGITE 

io 9. Micelles ou micro-agregats selon l une des revendications 1 

a 7. caracterises en ce que i'epitope T auxiiiaire est ("epitope de 
I'hemaggiutinine ou l epitope PADRE. 

10. Micelles ou micro-agregats selon Tune des revendications 1 
a 9, caracterises en ce que ies iipopeptides contiennent au moins un 

15 epitope CTL d une proteine specifique du meianome. dune proteine du 
VIH. du VHB, du papillomavirus, de la proteine p-53. ou d'une proteine 
specifique de Plasmodium falciparum. 

11. Micelles ou micro-agregats selon Tune des revendications 1 
a 10 caracterises en ce qu'ils comprennent Ies iipopeptides suivants: 

20 GAG 17 EKIRLRPGGKKKYKLKHIV K(Pam)-NH2 

GAG 253 NPPIP VGEl YKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD K(Pam)-NH2 
POL 325 AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY K(Pam)-NH2 
NEF 66 VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL K(Pam)-NH2 
NEF 116 HTQG YFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL K(Pam)-NH2 

25 TT Ac-QYIKANSKFIGITELKK K(Pam)-NH2 

12. Micelles ou micro-agregats selon rune des revendications 1 
a 10 caracterises en ce qu'ils comoprennent Ies iipopeptides suivants: 

LSAE CT1 LLSNIEEPKENlIDNLLNNIK(Pam)-NH 2 
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LSA3 NRI Ac-DELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQK(Pam)-NH 2 
LSA3 NRII Ac-LEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVK(Pam)-NH 2 
LSA3 RE K(Pam)VESVAPSVEESVAPSVEESVAENVEESVAENV-NH 2 

5 13. Utilisation de micelles ou de micro-agregats selon Tune des 

revendications 1 a 12 pour la fabrication d r un medicament ou d un vaccin 
pour ('induction d une reponse immunitaire specifique. 

14. Utilisation de micelles ou de micro-agregats selon Tune des 
revendications 1 a 12 pour la fabrication d ! un medicament ou d'un vaccin 

io pour ('induction dune reponse immunitaire a rencontre du VIH, du VHB. 
du papillomavirus, de la p53. du melanome ou de la malaria induite par 
Plasmodium falciparum. 

15. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
contient une dose pharmacologiquement efficace de micelles ou de 

1 5 micro-agregats selon Tune des revendications 1 a 12 et des excipients 
pharmaceutiquement compatibles. 

16. Medicament ou vaccin. caracterise en ce qu it contient des 
micelles ou des micro-agregats selon Tune des revendications 1 a 12. 

17. Procede de fabrication de micelies ou de micro-agregats 
20 selon i une des revendications 1 a 12. comprenant ies etapes suivantes: 

- dispersion de chacun des lipopeptides Ies constituant dans 
une solution d'acide acetique concentree a environ 80% puis 

- melange des solutions ainsi obtenues 

18. Procede selon ia revendication 17 caracterise en ce que 
25 I'obtention d^une dispersion des lipopeptides mis en solution dans l acide 

acetique est verifiee par la methode de resonance magnetique nucleaire 
en deux dimensions. 

19. Methode d'induction d : une reponse immunitaire a I'encontre 
d : un antigene determine comprenant au moins I'administration a un 
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individu, chez lequel une telle reponse est souhaitee, de micelles ou de 
micro-agregats selon Tune des revendications 1 a 12. 

20. Methode dimmunisation a rencontre d'un agent pathogene 
comprenant ladministration a un individu, chez lequel une telle 
immunisation est recherchee, de micelles ou de micro-agregats selon 
Tune des revendications 1 a 12. 

21. Methode selon Tune des revendications 19 et 20. 
caracterisee en ce que r agent pathogene est le VIH, le VHB. le 
papillomavirus, le meianome ou Plasmodium falciparum, et I'antigene. 

i o un antigene d'un de ces agents, ou la p53. 
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Expediteur: L'ADMINISTRATION CHARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

PHELIP, Bruno 

CABINET HARLE & PHELIP 

7, rue de Madrid 

F-75008 Paris 

FRANCE 



NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 



Date d'exp^dition 
(jour/mois/ann6e) 



1 2. 10. 99 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
6521 PCT 355 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Demande internationale No. 
PCT/FR98/02605 



Date du dSpot international (jour/moi$/ann6e) 
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Date de priori te" (jour/mois/annSe) 
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Deposant 
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It est notifie au deposant que radministration chargee de I'examen preliminaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande internationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication Jjjtous. les offices eius. 

Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque dffice,elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans !e formulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interesse. 

Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 
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preliminaire international 
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POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Date du depot international (Jour/mois/annSe) 
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Date de priority (jour/mois/ann6e) 
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Classification international des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
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Deposant 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
6te modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.1 6 et I'instruction 607 des Instructions 
administrates du PCT); 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I Base du rapport 

Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventiv 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
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Date d'achevementdu present rapport 

1 2. 10. 99 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
Alll D-80298 Munich 

Tdl. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Cuendet, P 

N° de telephone +49 89 2399 8690 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR98/02605 



I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuifles de remplacement qui ont ete remises a 
Voffice recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-69 version initial e 

Revendications, N°: 

1-21 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/11-11/11 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-aprds 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motive s Ion I'articI 35(2) quant a la nouveaut I'activit ' inventive t la possibilit 
d'application industrielle; citations et explications a lappui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-21 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-21 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-18 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres I- VIII. feuille 2) (janvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR98/02605 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

1) . Preambule 

(i) Au vu des sept documents cites dans le rapport de recherche (D1-D7), il 
ressort que des compositions - selon la presente revendication 1 - contenant 
au sein de memes micelles/micro-agregats au moins 2 lipopeptides presentant 
au moins un epitope CTL et d'autre part au moins un second lipopeptide 
comprenant un epitope T auxiliaire (HTL), n'ont pas ete decrites. 

(ii) L'art anterieur le plus proche semblerait etre le document D7: publication de 
Vitiello et at. (1995). D7 est egalement cite dans la presente demande, cf. p.ex. a 
la p.2. Le docuement D7 decrit un lipopeptide comprenant au sein de celui-ci 

- par une association covalente - les deux epitopes tels qu'indiques ci-dessus; 
le lipopeptide de D7 induit egalement "une reponse immunitaire". 

Notons que le document D2: publication de Livingston et al. (1997) concerne 
egalement une utilisation du lipopeptide de D7 (cette publication de Vitiello et al. 
(D7) correpond a la reference "5" dans D2). 

2) . Point V.2. 

2.1. Nouveaute 

La composition selon la revendication 1 est caracterisee, notamment, par 
I'element "un premier et un second lipopeptide"; cet element semblerait exclure 
une composition ou seul le lipopeptide selon D7 est present; done, I'objet de la 
revendication 1 (et des revendications 2-12) semblerait etre nouveau par rapport 
a Tart anterieur cite, D7 notamment. Une utilisation de cette composition 
semblerait aussi etre nouvelle; cf. revendications 13-21. 

2.2. Activite inventive (voir egalement au point 1 (ii) ci-dessus) 

II semblerait que la nature et I'utilisation de la composition selon I'invention 
presentent des avantages par rapport a Part anterieur, les documents D7/D2 
notamment: 

- I'utilisation d'au moins deux lipopeptides au lieu d'un semblerait permettre 
d'eviter la synthese de sequences d'acides amines longues presentant de 
multiples epitopes (cf. p.3, premier paragraphe); 

- la presente composition (micelles mixtes) semblerait presenter I'avantage de 
pouvoir associer au sein d'un meme microvolume une grande diversite de 
lipopeptides (epitopes) individuels, ce qui semblerait assurer une meilleure 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



solubilite a I'usage par rapport au lipopeptide unique de D7/D2: un lipopeptide 
comprenant tous les motifs assembles par des liaisons covalentes; cf. presente 
p.6. 

2.3. Application industrielle 

II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si 
les revendications 19-21 sont susceptibles ^application industrielle. La 
brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete 
formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets ne considere pas comme 
susceptible d'application industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un 
compose a des fins medicales. Par contre, peuvent etre acceptees des 
revendications relatives a un compose connu, pour une premiere utilisation a des 
fins medicales ainsi que des revendications relatives a I'utilisation d'un tel 
compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
6521 PCT 355 


for niRTHFR a rTioiv See Notiflcation of Transmittal of International 
rUKirm,K al i i\Jis PreIiminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4I6) 


International application No. 

PCT/FR98/02605 


International filing date (day/month/year) 
02 December 1998 (02.12.98) 


Priority date (day/month/year) 

03 December 1997 (03.12.97) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 



A6 IK 39/39 




Applicant 



INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM) 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
' — ' been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


11 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VHI 


□ 
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Date of completion of this report 

12 October 1999(12.10.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR98/02605 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


| | the international application as originally filed. 






PsTI the description, 


pages '-69 

oases . 

pages 


, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of - 






pages 


, filed with the letter of . 




j^Xj the claims, 


Nos. 1 ' 21 


, as originally filed, 






Nos. 


, as amended under Article 19, 




Nos. 


, filed with the demand, 






Nos. 


, filed with the letter of 






Nos. 


, filed with the letter of 




^ the drawings, 


sheets/fie 1/11-11/11 

sheets/fie 

sheets/fig 


, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 






sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 I the description, 


pages 






1 I the claims. 


Nos. 






1 1 the drawings, 


sheets/fig 






^ 1 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
PCT/FR 98/02605 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (I A) 



2. Citations and explanations 

1 . Preamble 

(i) Considering the seven documents cited in the 
search report (D1-D7), it is clear that compositions 
according to the present claim 1, which contain at 
least two lipopeptides within the same micelles or 
microaggregates, said lipopeptides having at least 
one CTL epitope as well as at least one second 
lipopeptide including an auxiliary T epitope (HTL) , 
have not been described. 

(ii) The closest prior art appears to be document D7 
(publication 'by Vitiello et al . (1995)). D7 is also 
cited in ' the present application (see, e.g., page 

2) . ■ Document D7 describes a lipopeptide containing, 
by means of a covalent ' association, both of the 
epitopes indicated ' above . The lipopeptide of D7 also 
induces "an immune response". 

It should be noted that document D2 (publication by 
Livingston et al. (1997)) also relates to the use of 
the lipopeptide of D7 (said publication by Vitiello 
et al. (D7) corresponds to reference >x 5" in D2). 

2 . Point V.2 



Claims 1-21 YES 

Claims NO 

Claims YES 

Claims NO 

Claims 1-18 YES 

Claims NO 
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2.1 Novelty 

The composition according to claim 1 is 
characterised, in particular, by the feature "a 
first and a second lipopeptide" . This feature 
appears to rule out a composition in which only the 
lipopeptide of D7 is present. Therefore, the subject 
matter of claim 1 (and claims 2-12) appears to be 
novel over the prior- art cited, especially D7 . A use 
of said composition also' appears to be novel (cf . 
claims 13-21) . 

2.2 Inventive step (see also point l(ii) above) 
It appears that the nature and use of the 
composition according to the invention have 
advantages over the prior art, particularly 
documents D7 and D2, namely: 

- the use of at least two lipopeptides instead of 
one appears to enable the synthesis of long amino 
acid sequences with multiple epitopes to be avoided 
(cf. page 3, first paragraph); 

- the present composition (mixed micelles) appears 
to be advantageous in that it can combine a wide 
variety of individual lipopeptides (epitopes) within 
a single micro-volume, and thereby appears to 
provide enhanced solubility in use relative to the 
single lipopeptide of D7/D2: a lipopeptide including 
all of the units assembled by covalent bonds (cf. 
the present page 6) . 

2.3 Industrial applicability 

There are no uniform criteria in the PCT for 
determining whether claims 19-21 are industrially 
applicable. Patentability may also be dependent on 
the way in which the claims are worded. Therefore, 
the European Patent Office does not consider the 
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International application No. 
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subject matter of use claims relating to the medical 
use of a compound to be -industrially applicable. 
However, claims relating to a known compound, for a 
first medical use, will be accepted, as will claims 
relating to the use of such a compound for producing 
a drug with a view to a novel medical treatment. 
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